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 RESUMO 
Já está bem demonstrado que a exposição ao mercúrio, seja ele orgânico ou 
inorgânico, é um fator de risco cardiovascular. No entanto, os mecanismos pelos 
quais este metal promove alterações cardiovasculares ainda não estão bem 
esclarecidos. O presente estudo tem como objetivo analisar se a exposição crônica 
a baixa concentração de HgCl2, durante 30 dias, afeta a modulação endotelial da 
circulação coronariana e da função cardíaca.  
Ratos Wistar foram tratados durante 30 dias com HgCl2 (primeira dose: 4,6 mg/kg e 
doses subseqüentes: 0,07 mg/kg/dia IM) ou salina. Foram utilizadas artérias 
coronárias esquerdas e corações ao final do tratamento.  
O tratamento com mercúrio aumentou a reatividade de artérias coronárias à 5-HT e 
reduziu o relaxamento a acetilcolina. Em artérias isoladas encontramos menor 
produção de NO e também menor participação deste importante vasodilatador na 
resposta a acetilcolina e a 5-HT em artérias de ratos expostos ao metal. Quando 
utilizamos o tiron (1 mmol/L), varredor não enzimático de O2
-• e a SOD (150 U/mL) 
observamos redução da resposta vasocontrictora a 5-HT e a utilização de tiron (1 
mmol/L)  e apocinina (0,3 mmol/L) também aumentaram o relaxamento a ACh. Em 
artérias coronárias houve maior produção de ânions superóxido, maior expressão 
gênica de NOX-1, NOX-4 e SOD-2. O inibidor não seletivo da COX, indometacina 
(10 µmol/L), diminuiu a resposta a 5-HT e aumentou o relaxamento a ACh em ratos 
tratados. O TEA (2 mmol/L), inibidor de canais para potássio dependentes de cálcio, 
potencializou a resposta à 5-HT.      
Em corações isolados de ratos expostos ao mercúrio não houve modificação da 
pressão de perfusão coronariana e da pressão diastólica, no entanto, houve redução 
da pressão sistólica isovolumétrica do ventrículo esquerdo assim como da pressão 
desenvolvida. Nestes corações, a perfusão durante 60 minutos com L-NAME (100 
µmol/L) diminuiu a pressão desenvolvida e aumentou a pressão distólica. A pressão 
de perfusão aumentou em ambos os grupos após perfusão com o inibidor da NOS, 
no entanto, esse aumento foi maior em corações de ratos expostos ao metal.  
O tratamento com HgCl2 promoveu redução da expressão da SERCA e do PLB 
fosforilado na serina-16, aumentou a expressão do PLB. Como conseqüência vimos 
redução da razão SERCA/PLB. Também há redução da expressão do NCX, da 
 eNOS, iNOS e da isoforma α-1 da NKA. A expressão da isoforma α-2 da NKA não 
foi alterada.  
Em conclusão, os resultados deste estudo demonstram que a exposição durante 30 
dias ao HgCl2 promove disfunção endotelial em artérias coronárias, evidenciado por 
redução da biodisponibilidade de NO relacionado ao aumento do estresse oxidativo. 
Essas alterações da função coronariana aumentam a resistência ao fluxo, o que, 
sobre condições de sobrecarga, pode causar disfunção do relaxamento e contração 
do músculo cardíaco. Nossos achados reforçam as evidências que o mercúrio, 



















Exposure to mercury is known to increase cardiovascular risk but the underlying 
mechanisms are not well explored. We analysed whether chronic exposure to low 
mercury doses affects endothelial modulation of the coronary circulation and cardiac 
function. 
Left coronary arteries and hearts from male Wistar rats treated with either HgCl2 (first 
dose 4.6 mg·kg-1, subsequent doses 0.07 mg·kg-1 day-1, 30 days IM) or vehicle 
were used. Endothelial cells from pig coronary arteries incubated with HgCl2 were 
also used. 
Mercury treatment increased 5-HT-induced vasoconstriction but reduced 
acetylcholine-induced vasodilatation. It also reduced nitric oxide (NO) production and 
the effects of NO synthase inhibition with L-NAME (100 mmol/L) on 5-HT and 
acetylcholine responses. Superoxide anion production and mRNA levels of NOX-1 
and NOX-4 were all increased. The superoxide anion scavenger tiron (1 mmol/L) and 
SOD (150 U/mL) reduced 5-HT responses only in vessels from mercury-treated rats. 
Tiron (1 mmol/L) and apocynin (0.3 mmol/L) increased acetylcholine responses in 
treated group. In mercury-treated coronary arteries SOD-2 mRNA level was 
increased.   
The inhibitor of COX, indomethacin (10 µmol/L), decreased 5-HT responses and 
increased  acetylcoline responses in treated group. Also, the inhibitor of calcium-
dependent potassium channels, TEA (2 mmol/L), enhanced 5-HT responses in 
mercury exposure animals.    
In isolated hearts from mercury-treated rats, coronary perfusion and diastolic 
pressure were unchanged, but developed isovolumetric systolic pressure was 
reduced. In these hearts, L-NAME increased coronary perfusion pressure and 
diastolic pressure, while it further reduced developed systolic pressure. Also, reduced 
protein expression of SERCA and phosphorylated phospholamban on serine 16 
while phospholamban expression increased; as a consequence 
SERCA/phospholamban ratio reduced; reduced sodium/calcium exchanger (NCX) 
protein expression and α-1 isoform of NKA, whereas α-2 isoform of NKA did not 
change; cardiac eNOS and iNOS were reduced.  
 Chronic exposure to low doses of mercury promotes endothelial dysfunction of 
coronary arteries, as shown by decreased NO bioavailability induced by increased 
oxidative stress. These effects on coronary function increase resistance to flow, 
which under overload conditions might cause ventricular contraction and relaxation 
impairment. These findings provide further evidence that mercury, even at low doses, 
could be an environmental risk factor for cardiovascular disease.  
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1 INTRODUÇÃO 
1.1 O MERCÚRIO 
A história da humanidade está intimamente relacionada à utilização de metais 
pesados, como chumbo, mercúrio e cádmio. Existem relatos da utilização do 
mercúrio e chumbo para fabricação de utensílios e ferramentas datados dos  séculos 
XV e XVI a.C (ESPAÑOL CANO, 2001). 
O mercúrio é um metal branco-prateado e está localizado no grupo IIb da tabela 
periódica, juntamente com o cádmio e zinco. A larga utilização do mercúrio desde 
tempos remotos até os dias de hoje é facilmente justificada por suas características 
físico-químicas. A temperatura ambiente encontra-se líquido e é o único metal que 
permanece neste estado a 0o C. Tem uma densidade muito elevada, tensão 
superficial muito alta, baixa capacidade calorífica e a importante capacidade de 
amalgamação, ou seja, se combina facilmente com outros metais (AZEVEDO, 2003). 
A temperatura ambiente é um mau condutor elétrico, no entanto, em altas 
temperaturas se transforma em um ótimo condutor, principalmente na sua forma de 
vapor. Por isso, é utilizado na manufatura de lâmpadas de vapor de mercúrio, que 
são usadas em larga escala na iluminação de ruas, jardins públicos, postos de 
gasolina, garagens, campos de futebol, e possuem como característica uma luz 
branco-azulada agradável à visão e muito adequada para iluminação de ambientes 
externos (ASANO et al., 2000). 
O mercúrio também é muito ulizado em aparelhos de medição, como termômetros e 
barômetros. Isso se dá por seu coeficiente de dilatação praticamente uniforme numa 
ampla faixa de temperatura (0o a 300º C) (AZEVEDO, 2003). Na medicina foi usado 
durante anos na composição de pomadas para dermatites e como fungicidas e 
diuréticos. Ainda hoje alguns países, como o Brasil, utilizam o mercúrio como 
conservante em vacinas para inibir o crescimento de microorganismos em frascos 
que contém múltiplas doses (CDC, 1999; BRASIL, 2001).  
Devido a sua alta utilização e também mobilidade ambiental, qualquer produto, seja 
ele natural ou artificial irá conter, pelo menos, traços de mercúrio no seu conteúdo 
(ESPAÑOL CANO, 2001). 
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1.2 EXPOSIÇÃO POPULACIONAL E OCUPACIONAL 
A exposição ocupacional ao mercúrio, normalmente, resulta da exposição ao vapor 
de mercúrio e mercúrio inorgânico.  Dentistas, técnicos de consultórios 
odontológicos, trabalhadores de indústrias de cloro e soda, mineiros, trabalhadores 
de indústrias de equipamentos de medição e de lâmpadas fluorescente são os 
principais indivíduos expostos ocupacionalmente (MAHAFFEY, 2005; ZAVARIZ & 
GLINA, 1992; ASANO et al., 2000).  
A concentração de vapor de mercúrio elementar considerada segura para inalação 
crônica pela OMS é de 0,2 µg/m3/Kg/dia.  A inalação não deve exceder 1 µg/m3 no ar 
por ano e na água a concentração não deve ultrapassar 1 µg/L (WHO, 2000; WHO 
2004).  
Em encontro realizado em 2004 (The Joint FAO/WHO Expert Committee on Food 
Additives (JECFA)) foi estabelecido que a concentração de ingestão segura de 
metilmercúrio, sem que haja o aparecimento de desordens neurológicas, é de 1,6 
μg/kg de peso corporal. No entanto, em 2006, o JECFA esclarece que essa 
concentração não é segura para exposição intrauterina, pois os fetos são mais 
sensíveis ao aparecimento de desordens neurológicas após exposição ao 
metilmercúrio (JECFA, 2006). 
Atualmente, a população em geral está exposta ao mercúrio por 3 principais fontes: 
o consumo de peixes contaminados, o uso e manipulação de amálgamas dentários 
e o timerosal contido em vacinas. Cada uma dessas fontes de exposição contém 
suas características toxicológicas específicas (CLARKSON, 2002).  
O timerosal é um composto organomercurial que desde 1930 vem sendo 
amplamente utilizado como conservante em drogas biológicas, como vacinas e 
soros (FDA, 2008). No Brasil, o manual de normas de vacinação do Ministério da 
Saúde, publicado em junho de 2001, mostra que o timerosal é utilizado em muitas 
vacinas administradas. Essas vacinas previnem a gripe (vacina contra influenza), a 
raiva (vacina anti-rábica), a infecção por meningococo do sorogrupo b e a hepatite B 
(BRASIL, 2001). 
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1.3 CONTAMINAÇÃO AMBIENTAL  
O primeiro relato de efeitos adversos decorrente de exposição ocupacional ao 
mercúrio é datado da era Romana na mina de Almadén, na Espanha, onde 
trabalhadores sofreram intoxicação. Em 752 d.C, um caso de intoxicação aguda foi 
relatado em Nara city, no Japão: trabalhadores sofreram intoxicação aguda durante 
a construção de um Buda gigante de bronze que foi revestido com mercúrio e 
estanho (ASANO et al., 2000; ESPAÑOL CANO, 2001). 
Os casos de intoxicação mais graves ocorreram no Iraque e em Minamata (Japão).  
Em Minamata, entre as décadas de 20 e 60, uma empresa japonesa especializada 
na produção de acetaldeído e PVC despejava metilmercúrio diretamente na baía da 
cidade. Estima-se que em quatro décadas foram despejados cerca de 150 toneladas 
de metilmercúrio na baía, levando à contaminação de peixe e à contaminação da 
população que comia esses peixes contaminados. No total, dois milhões de pessoas 
foram expostas, 900 pessoas morreram e 3000 pessoas sofreram a “Doença de 
Minamata” (ASANO et al., 2000).  
Após a exposição ao metilmercúrio pelo consumo de peixes contaminados quatro 
pessoas apareceram com sintomas neurológicos, como convulsões severas, surtos 
de psicose, perda de consciência e coma. Inicialmente, e erroneamente, a doença 
foi diagnosticada de etiologia infecciosa, mas outras pessoas e também animais 
domésticos e pássaros passaram a apresentar os mesmos sintomas. Foi então 
descoberto um fator comum entre todos os atingidos pela doença: todas as vítimas 
haviam ingerido grande quantidade de peixes da Baía de Minamata. A “Doença de 
Minamata” é uma doença caracterizada por danos cerebrais, ataxia, retardo mental, 
danos hepáticos, hipertensão arterial, convulsões e distúrbios metabólicos (ETO, 
2000; ETO, 2006). A figura 1 mostra imagens de crianças que nasceram com 
alterações congênitas decorrentes da exposição intrauterina ao metilmercúrio.  
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Figura 1: Fotos de crianças  com alterações congênitas decorrentes da exposição intrauterina ao 
metilmercúrio presentes em peixes. (disponível em http://nossoreidosreisjesus.blogspot.com/2010). 
 
No Iraque, entre o fim da década de 60 e início da década de 70, outro caso de 
intoxicação populacional por mercúrio ocorreu. Grãos de soja e cevada foram 
tratados com fungicidas mercuriais e deveriam ser utilizados exclusivamente para 
plantio. No entanto, famílias utilizaram esses grãos para produção direta de pães e 
de outros alimentos. Após ingestão de mercúrio orgânico presente nos pães e outros 
alimentos produzidos com os grãos contaminados, 6900 pessoas foram 
hospitalizadas, 475 pessoas morreram e 15 crianças nasceram com anormalidades 
congênitas (BAKIR et al., 1973). 
No Brasil, a bacia amazônica é o local onde há maior contaminação por mercúrio. A 
preocupação decorrente da contaminação pelo metal surgiu na década de 80 pela 
grande quantidade de metal lançado no ambiente pelas atividades de garimpo 
iniciadas em 1979 (CLEARY, 1994). A exposição populacional se dava pela inalação 
do vapor de mercúrio pelos garimpeiros e pelo consumo de peixes contaminados 
com metilmercúrio (HACON, 1997; HACON, 2000). 
Hoje a atividade garimpeira é muito pequena na bacia amazônica, no entanto, 
estima-se que foi lançado no ambiente, nas décadas de 80 e 90, cerca de duas mil 
toneladas de mercúrio (MALLAS & BENEDITO, 1986; CLEARY, 1994; LACERDA, 
1995). Ainda, podemos somar a essa quantidade todo o mercúrio lançado pelos 
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espanhóis durante os períodos colonial e pós-colonial na América do Sul e Central 
(cerca de 200 mil toneladas) (NRIAGU et al., 1992). 
Até pouco tempo todo o mercúrio presente em peixes na bacia amazônica era 
atribuído à atividade garimpeira, já que as rochas amazônicas continham, 
naturalmente, baixas concentrações de mercúrio. No entanto, pesquisadores 
brasileiros e canadenses encontraram concentrações muito elevadas de mercúrio 
nos solos da bacia amazônica (ROULETE & LUCOTTE, 1995). Segundo estes 
pesquisadores mais de 90 % do mercúrio presente na Amazônia teria origem natural 
e não antropogênica como se imaginava anteriormente (ROULET et al., 2000). 
Assim, o mercúrio presente nos solos atinge os rios e, após metilação, contamina os 
peixes (ROULET et al., 1998; ROULET et al., 2000).   
O consumo de peixes contaminados com mercúrio é uma importante fonte de 
exposição na bacia amazônica. Estudos mostram que a concentração de mercúrio 
em músculos de peixes largamente consumidos na região amazônica são maiores 
que o limite estabelecido pela OMS como seguro para consumo humano (0,5 mg/kg- 
limite máximo para consumo em peixes) (WHO, 1990; DÓREA et al., 2009). E a 
população ribeirinha possui altas concentrações de mercúrio no cabelo (BOISCHIO 
& BARBOSA, 1993) além de correlação positiva entre exposição ao mercúrio e 
pressão arterial sanguínea (FILLION et al., 2006). 
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1.4 EFEITOS DO MERCÚRIO NOS SISTEMAS BIOLÓGICOS 
O mercúrio elementar e seus compostos orgânicos e inorgânicos podem causar 
sérios danos aos diversos órgãos e tecidos do organismo humano, tanto após 
exposição aguda quanto crônica. A alta afinidade com os grupamentos sulfidrílicos 
(SH) presentes nos diversos sistemas enzimáticos das células é o principal 
determinante da toxicidade do mercúrio (NASCIMENTO & CHASIN, 2001). Os 
efeitos adversos dependem da forma química do mercúrio, da severidade e do 
tempo de exposição (ZAVARIZ & GLINA, 1992). 
Outro sistema no qual o mercúrio exerce alta toxicidade é no sistema renal. 
Responsável por lesão glomerular, injúria tubular, insuficiência renal e apoptose 
(PESCE et al., 1977; CARMIGNANI et al., 1989; YASUTAKE et al., 1989; 
CARMIGNANI et al., 1992; ETO et al., 1997; ZALUPS, 2000; CARRANZA-ROSALES 
et al., 2005).  
No trato gastrointestinal, mesmo sendo pouco absorvidos, os compostos inorgânicos 
e o mercúrio metálico provocam estomatites, náuseas, vômitos, dores abdominais, 
anorexia, diarréias, colite, necrose da parede intestinal, hematêmese, salivação 
excessiva e até perda dos dentes (BERGLUND & MOLIN, 1997; GRAEME & 
POLLACK, 1998). 
No sistema nervoso central (SNC) os efeitos mais freqüentes da exposição ao 
mercúrio inorgânico são: irritabilidade, fadiga, mudanças comportamentais, tremores, 
cefaléia, perda auditiva e cognitiva, disartria, incoordenação motora, alucinações e 
pode até ocasionar a morte (GRAEME & POLLACK, 1998).  
Muitos dos efeitos podem ser decorrentes da inibição de receptores, como os 
muscarínicos, dopaminérgicos e nicotínicos, promovendo o bloqueio de canais para 
Ca2+ em neurônios ganglionares (WEINSBERG et al., 1995). E também por redução 
da atividade da colinesterase e monoamino oxidase, que são enzimas importantes 
na síntese e degradação de neurotransmissores (BASU et al., 2007). 
A exposição ao metilmercúrio leva às situações mais graves. Em crianças, o contato 
com o mercúrio promove importantes alterações no desenvolvimento do SNC 
(GRAEME & POLLACK, 1998; NASCIMENTO & CHASIN, 2001).  
A exposição a compostos de mercúrio exercem efeitos também sobre os pulmões, 
sistema imunológico, reprodutor e alguns estudos relacionam a exposição ao metal 
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com aumento da incidência de câncer (GLEICHMANN et al., 1989; GÓMEZ et al., 
2007). Estudo recente mostra que a exposição a metais como chumbo, cádmio e 
mercúrio pode estar associada ao desenvolvimento de câncer de mama (FLOREA 
& BÜSSELBERG, 2011). 
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1.5 EFEITOS CARDIOVASCULARES DO MERCÚRIO  
Poucos estudos retratam os efeitos cardiovasculares do mercúrio após a exposição 
a curtos períodos de tempo e a pequenas concentrações. No entanto, vários são os 
estudos, experimentais e populacionais, que mostram associação entre exposição 
ao mercúrio, seja ele orgânico ou inorgânico, e alterações cardiovasculares. 
BASTOS e colaboradores mostraram, em populações que vivem na bacia 
Amazônica, que as concentrações de mercúrio no cabelo chegaram a até 150 µg/g e 
que quase a totalidade dos habitantes dos 40 municípios estudados possuem 
concentrações sanguíneas acima dos valores de referência (BASTOS et al., 2006). 
Nessa população já foi demonstrado que a exposição ao mercúrio através do 
consumo freqüente de peixes, possui forte correlação positiva com o aumento da 
pressão arterial sanguínea (FILLION et al., 2006). Outros estudos também 
correlacionam a exposição ao mercúrio com aumento do risco de ocorrência de 
hipertensão arterial, infarto do miocárdio, disfunção coronariana e aterosclerose 
(YOSHIZAWA et al., 2002; GUALLAR et al., 2002; VIRTANEN et al., 2005; 
HOUSTON, 2007).  
Alguns autores demonstram que mesmo o consumo de peixes sendo considerado 
um fator protetor cardiovascular pela presença de ácidos graxos, como o ômega-3, a 
presença de mercúrio torna o consumo de peixes um importante fator de risco 
cardiovascular. Estima-se que para cada 30 g de peixe contaminado com mercúrio 
consumido por dia há um aumento de mais de duas vezes do risco de episódios 
isquêmicos do miocárdio (SALONEN et al, 1995; RISSANEN et al., 2000) 
Estudos mostram diminuição da PAM, FC, aumento do intervalo PR do 
eletrocardiograma, diminuição da resposta hipotensora e cronotrópica negativa à 
acetilcolina, elevada incidência de arritmias, pequena redução na pressão sistólica 
do ventrículo esquerdo, aumento da pressão sistólica do ventrículo direito e da 
pressão diastólica dos ventrículos esquerdo e direito após infusão endovenosa de 5 
mg/kg de HgCl2 em ratos anestesiados (MASSARONI et al., 1995; ROSSONI et al., 
1999). Porém, a exposição aguda a concentração nanomolar aumentou a PAS, 
PAD, FC e reatividade pressórica à fenilefrina (MACHADO et al., 2007).   
Em corações isolados e perfundidos pela técnica de Langendorff, a exposição ao 
metal promove aumento da pressão diastólica do ventrículo esquerdo de corações 
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expostos agudamente a 20 nM de HgCl2 (ASSIS et. al., 2003)  e aumento 
dependente da dose (0,1 a 3 µM de HgCl2), desse parâmetro em ventrículo direito 
(DA CUNHA et al. 2001). O mercúrio também promove diminuição da pressão 
sistólica isovolumétrica do ventrículo esquerdo imediatamente após exposição a 0,5; 
1; 2; 10 µM e após 30 minutos de exposição a 20 nM (MASSARONI et al., 1995; 
ASSIS et al. 2003).  
Estudos mostram que diferentes concentrações de HgCl2 influenciam  na força 
contrátil de músculos papilares e tiras de ventrículo direito, alteram a cinética do 
cálcio ativador, a atividade das proteínas contráteis, o funcionamento do retículo 
sarcoplasmático (RS) e inibição a Na+/ K+-ATPase, da Ca2+-ATPase miosínica, da 
SERCA e da Ca2+/Mg2+-ATPase (SHAMOO & MACLENNAN, 1975; BRUNDER et 
al., 1988; HALBACH et al., 1989; ANNER et al., 1990; HECHTENBERG & 
BEYERSMANN, 1991; ANNER et al., 1992; ANNER & MOOSMAYER, 1992; 
OLIVEIRA et al., 1994; DA CUNHA et al., 2001; ASSIS et al., 2003; FALCOCHIO et 
al., 2005; MOREIRA et al., 2003. SU & CHEN (1979) mostraram que o metilmercúrio 
promove um efeito bifásico em tecido atrial de ratos, podendo causar efeito 
inotrópico positivo ou negativo, dependo da dose de exposição.  
Estudo realizado no Brasil mostrou que a concentração de mercúrio em escolares 
após a vacinação contra hepatite B é de 4,2 a 21,1 µg/Kg (DÓREA et al., 2009), que 
está associado ao aparecimento de desordens neurológicas e cardíacas em 
crianças (GEIGER & GEIGER, 2003). Estudo recente mostra que em lactantes 
residentes em Madri, Espanha, a concentração de mercúrio em leite materno oscila 
entre 0,36 a 0,74 µg/L (GARCÍA-ESQUINAS et al., 2011). 
Ratos que recebiam doses diárias de 0,16 mg/kg de HgCl2 por 30 dias 
demonstraram diminuição da capacidade antioxidante plasmática e aumento 
significativo de radicais livres circulantes (GUTIERREZ et al., 2006). E aqueles que 
foram submetidos a exposição crônica a pequena concentração tiveram aumento da 
produção vascular de ânion superóxido, da expressão da eNOS (isoforma endotelial 
da sintase do óxido nítrico) e da concentração plasmática de MDA (malondialdeído) 
(WIGGERSb et al., 2008).  
WIGGERS e colaboradores em 2008 também mostraram que baixa concentraçõe de 
mercúrio induz disfunção arterial em aorta e artéria mesentéricas de resistência por 
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aumento da geração de radicais livres pela NADPHoxidase e redução da 
disponibilidade de NO. Em mesmo modelo de exposição também foi demonstrado 
aumento da contração arterial a fenilefrina por aumento da participação de 
prostanóides derivados da via do ácido araquidônico e ciclooxigenase em aorta 
(PEÇANHA et al., 2010). 
A exposição aguda a baixas doses de mercúrio também foi capaz de induz a 
vasoconstricção em artérias caudais, provavelmente por redução da biodisponilidade 
de NO ocasionada por aumento do estresse oxidativo e também por aumento de 
formação de Angiotensina II, evidenciado por aumento da atividade da enzima 
conversora de angiotensina (ECA) (VASSALLO et al., 1999; WIGGERSa et al., 
2008). 
Existem efeitos do mercúrio em vasos, que mostram tanto vasodilatação como 
vasoconstricção induzida pelo metal (DA CUNHA et al., 2000; GOLPONa et al., 
2003). Os efeitos encontrados são atribuídos a alterações na via do óxido nítrico, 
geração de espécies reativas de oxigênio, alterações morfológicas e do ciclo de 
cálcio (OKA et al., 1979; GOLPONb et al., 2003). 
Em células endoteliais a exposição ao metilmercúrio promove efeito citotóxico, que 
diminui a produção de NO (KISHIMOTOa et al., 1995),  ativa a PLA2  por aumento 
de cálcio e EROs. O metilmercúrio também ativa peroxidação lipídica e alterações 
na morfologia das células (MAZERIK  et al., 2007). A exposição de cultivos celulares 
endoteliais ao mercúrio iônico, em altas concentrações, produz citotoxidade, lesão 
da monocamada de células, quase completa inibição da atividade de enzimas 
antioxidantes, redução da atividade da NOS e acúmulo de EROs. No entanto, a 
exposição a baixa concentração do metal promove aumento compensatório de 
enzimas antioxidantes, como a glutationa peroxidase (WOLF & BAYNES, 2007). 
Apesar de inúmeros estudos demonstrarem que o mercúrio induz estresse oxidativo 
com subseqüente dano em vários órgãos e sistemas e alterações funcionais em 
diversos leitos vasculares (WAKITA, 1987; CARMIGNANI et al., 1992; MILLER & 
WOODS, 1993; KISHIMOTOb et al., 1995; HUANG et al., 1996; MAHBOOB et al., 
2001; TOUYZ, 2004; WOLF & BAYNES, 2007; PARK & PARK, 2007; HOUSTON 
2007; HUANG et al., 2008), o efeito da exposição controlada, durante apenas 30 
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dias, a baixa concentração de mercúrio sobre a função de artérias coronárias ainda 
não foi demonstrado.   
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1.6 CIRCULAÇÃO CORONARIANA 
As artérias coronárias utilizadas nesse trabalho constituem um importante objeto de 
estudo por serem responsáveis por suprir o coração com oxigênio durante atividade 
basal e em todas as situações fisiológicas de aumento ou redução de demanda 
metabólica (KREUZER et al., 1969). As pequenas artérias têm importância 
significativa para a resistência vascular, contribuindo de maneira importante para 
regulação e manutenção da resistência ao fluxo sanguíneo para o miocárdio 
(CHRISTENSEN & MULVANY, 2001). 
O tônus vascular coronariano é regulado por vários fatores neuro-humorais. 
Fisiologicamente, ocorre balanço entre os fatores vasodilatadores e vasoconstritores 
exercidos por influências do endotélio, do estado metabólico e de fatores neuro- 
hormonais (DUNCKER & BACHE, 2008). A regulação do tônus de artérias 
coronárias de maior diâmetro tem maior dependência de fatores derivados do 
endotélio, enquanto que em arteríolas os principais mecanismos envolvidos no 
controle do tônus são o miogênico e metabólico (MULLER et al., 1996; JONES et al., 
1995; FELICIANO & HENNING, 1999). 
O leito vascular coronariano é dividido, simplificadamente, em artérias que oferecem 
pouca resistência ao fluxo e participam pouco da regulação da perfusão miocárdica 
e os vasos com menor diâmetro interno e que representam o maior local de 
resistência ao fluxo (DUNCKER & BACHE, 2008). 
CHILLIAN e colaboradores em 1986 mostraram que em artérias coronárias de gatos 
25 % do total da resistência coronariana basal reside em artérias com diâmetro entre 
175 e 200 µm e, aproximadamente, 50 % em arteríolas com diâmetro próximo a 75 e 
130 µm. Em contraste, em condições de mudança de tônus arterial também 
observamos modificações no controle da resistência vascular. Em situações de 
vasoconstricção há aumento da participação de artérias com diâmetros próximos a 
200 µm. (CHILLIAN et al., 1986). Em 2008, DUNCKER & BACHE mostraram, 
utilizando avançadas técnicas de medidas de pressão intravascular, que em 
condições basais até 40% da resistência coronária total reside em pequenas artérias 
entre 100 e 400 μm de diâmetro, e que durante a vasodilatação estes vasos 
contribuem com maior fração da resistência coronária total. Em contrapartida, as 
grandes artérias epicárdicas no coração saudável (diâmetro > 400 μm) são vasos de 
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condutância que contribuem com menos que 5% para a resistência coronária total 
(DUNCKER & BACHE, 2008). 
O principal determinante de mudança da resistência vascular é a alteração do 
diâmetro da luz do vaso. A alteração do lúmen arterial pode se dar por modificações 
estruturais ou do balanço de fatores vasodilatadores e vasoconstritores produzidos, 
principalmente, pelo endotélio vascular. Dentre as propriedades passivas dos vasos 
podemos citar o número e organização das células musculares lisas, assim como a 
área de secção transversal. Já as mudanças ativas do lúmen arterial ocorrem pelo 
grau de ativação das células musculares lisas. Os principais responsáveis pelo tônus 
arterial coronariano são os fatores miogênico, metabólico, neuro-humorais e 
endoteliais (LEVY et al., 2009).  
A maior produção de fatores vasoconstrictores aumenta a contração do músculo liso 
vascular, diminuindo o diâmetro interno do vaso e, conseqüentemente, a pressão 
arterial. Quando há maior produção de fatores vasodilatadores ocorre o inverso, o 
que leva a redução da pressão no interior do vaso (DEUSSEN et al., 2006). 
O endotélio possui uma importante função na homeostase, modulação e regulação 
de várias funções fisiológicas, como a inflamação, agregação plaquetária, fibrinólise, 
angiogênese e mecanorecepção (JAFFE, 1985; VANE et al., 1990; RAMOS, 1992; 
WU & THIAGARAHAN, 1996). Além de manter o balanço entre vasodilatação e 
vasoconstricção, também exerce efeito sobre a inibição, promoção da proliferação e 
migração de células musculares lisas vasculares (FELÉTOU, 2009).  
O endotélio vascular sintetiza uma grande variedade de substâncias parácrinas, que 
são: os fatores relaxantes derivados do endotélio (EDRF), os fatores 
hiperpolarizantes derivados do endotélio (EDHF) e os fatores contráteis derivados do 
endotélio (EDCF), além de fatores de crescimento celular, que controlam a 
agregação plaquetária e a coagulação sanguínea (VANE et al., 1990). A seguir 
falaremos um pouco mais sobre alguns produtos derivados do endotélio que 
possuem importante participação na modulação do tônus vascular. 
 
1.6.1 Participação do óxido nítrico 
Em 1980 foi identificada a existência do EDRF por FURCHGOTT & ZAWADZKI. Eles 
demonstraram a capacidade das células endoteliais liberarem um potente 
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vasodilatador (FURCHGOTT & ZAWADZKI, 1980; FURCHGOTT, 1984; MONCADA 
et al., 1994). Inicialmente se achava que o EDRF era um fator derivado da via do 
ácido araquidônico ou que era uma substância lábil produzida pelas reações 
redutoras em pH fisiológico (FURCHGOTT, 1984; MARÍN & SÁNCHEZ-FERRER, 
1990). Posteriormente, foi demonstrado, em cultura de células endoteliais de aorta 
suína, que o EDRF é o radical livre biatômico óxido nítrico (NO) (PALMER et al., 
1987; ANGUS & COCKS, 1989; MARÍN & SÁNCHEZ-FERRER, 1990; MONCADA et 
al., 1994; MARIN & RODRIGUEZ- MARTINEZ, 1995). O NO é um gás que possui 
reduzida solubilidade em água, concentração de cerca de 1,9 mmol/L em solução 
saturada, curta meia vida e alta permeabilidade em membranas celulares (KERWIN 
et al., 1995). 
O NO é sintetizado por ação da sintase do óxido nítrico (NOS) pela conversão de L-
arginina a L-citrulina e NO, necessitanto de oxigênio, NADPH (nicotinamida adenina 
dinucleotídeo fosfato), FAD (flavina adenina dinucleotídeo), FMN (flavina 
mononucleotídeo) e BH4 (tetrahidrobiopterina) (Figura 2). Existem três isoformas da 
sintase do NO: duas constitutivas, presentes em células endoteliais (eNOS) ou em  
células neuronais (nNOS), e que tem sua ativação dependente do complexo cálcio-
calmodulina; e outra que não está presente constitutivamente mas que pode ser 
induzida por estímulos imunológicos, que levam ao aumento de cálcio intracelular e 
ativação da expressão em macrófagos, células endoteliais, cardiomiócitos, dentre 
outros tipos celulares (FORSTERMANN et al., 1994).    
A síntese de NO é induzida por vários estímulos físicos e químicos, como 
estiramento vascular produzido por aumento da pressão arterial, estresse de 
cisalhamento, agregação plaquetária, histamina, catecolaminas, aldosterona, 
vasopressina, bradicinina, adenosina difosfato (ADP), serotonina (5-HT), acetilcolina 
(ACh) entre outras (MONCADA et al., 1994; MARÍN & RODRIGUEZ-MARTÍNEZ, 
1995) (Figura 2). 
Para produzir relaxamento vascular o NO se difunde para o músculo liso vascular e 
por ativação da guanilato ciclase solúvel (GCs) promove aumento da concentração 
intracelular de GMPc (3`, 5`-monofosfato cíclico de guanosina). O GMPc ativa a 
proteína quinase G (PKG) que fosforila diversas proteínas, reduzindo a sensibilidade 
das proteínas contráteis ao cálcio e assim o relaxamento vascular. Além disso, a 
PKG via canais para K+ dependentes de Ca2+ e voltagem hiperpolarizam a 
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membrana plasmática promovendo relaxamento. Dentre todas as ações da PKG que 
também promovem relaxamento vascular podemos ressaltar a fosforilação do 
fosfolambam (PLB) que deixa de inibir a Ca+2- ATPase do retículo sarcoplasmático 
(SERCA), aumentando a recaptação de cálcio e a fosforilação da cadeia leve da 
miosina (MLCK) diminuindo sua sensibilidade ao Ca2+ (MARÍN & RODRIGUEZ-
MARTINEZ, 1995; LINCOLN et al., 2001). 
 
Figura 2: Esquema dos possíveis mecanismos de regulação da produção de óxido nítrico em células 
endoteliais. O NO é produzido pela conversão de L-arginina pela sintase endotelial do NO (eNOS). A 
transcrição da enzima é regulada genomicamente por hormônios e fatores de crescimento. A 
atividade normal da eNOS requer cálcio, calmodulina, NADPH e 5,6,7,8-tetra-hidrobiopterina (BH4). A 
ativação de outros receptores modulam a produção de NO através das heat shock protein (HSP) ou 
fosforilação da Akt. O ADMA, metabólito da L-arginina, reduz a produção de NO por se ligar 
competitivamente a eNOS (modificado de VANHOUTTE, 2009). 
 
1.6.2 Espécies reativas de oxigênio 
Os radicais livres são átomos ou moléculas que contém um ou mais elétrons 
desemparelhados em sua órbita (BECKMAN et al., 1990; HALLIWELL, 1997; 
BERGENDI et al., 1999). A maioria dos radicais livres de interesse em sistemas 
biológicos são aqueles derivados do oxigênio, por isso, muitas vezes, aparecem 
simplesmente com a denominação de espécies reativas de oxigênio (EROs).  As 
EROs incluem o ânion superóxido (O2
-•), radical hidroxila (OH•), o peroxinitrito 
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(OONO-), dentre outros. O O2
-• é produzido a partir do oxigênio molecular e possui 
um elétron desemparelhado que o torna mais reativo e instável. A ação catalisada 
pela enzima superóxido dismutase (SOD) reduz o O2
-• a H2O2 (peróxido de 
hidrogênio), que apresenta características mais estáveis e com a meia-vida mais 
longa que os radicais livres. O H2O2 por sua vez, pode ser hidrolisado pela catalase 
ou glutationa peroxidase e pode também ser o precursor de outros radicais como 
OH• (TOUYZ & SCHIFFRIN, 2004). 
Os radicais livres são permeáveis à membrana plasmática e podem danificar o DNA, 
proteínas, lipídeos e outros componentes celulares. As EROs estão presentes 
normalmente um concentrações muito baixas no corpo humano (10-5 a 10-9 mol/L) 
pois cerca de 5 % de todo o oxigênio consumido é convertido em EROs. No entanto, 
em condições fisiológicas os sistemas antioxidantes biológicos, como superóxido 
dismutase (SOD), catalase (Cat) e glutationa peroxidase (GPx) são capazes de 
manter as concentrações sempre em níveis baixos (Figura 3) (HALLIWELL, 1996; 
BERGENDI et al., 1999).  
A SOD é a principal enzima responsável por detoxificar os sistemas biológicos de 
O2
-• e representa a maior defesa celular contra a formação O2
-• e peroxinitrito. 
Existem três isoformas bem identificadas da SOD: a forma citosólica que contém 
cobre e zindo (Cu/ZnSOD ou SOD 1), a isoforma mitocondrial que contém em sua 
estrutura o manganês (MnSOD ou SOD 2) e a isoforma extracelular (ecSOD ou SOD 
3) que também contém cobre e zinco em sua composição (STRÂLIN et al., 1995).  
 A disfunção endotelial é um termo usado para se referir a várias condições 
patológicas, como alterações das propriedades anticoagulantes e antinflamatórias 
do endotélio, assim como sua capacidade de regular o crescimento e 
remodelamento vascular.  A diminuição da biodisponibilidade de NO pode se dever a 
redução da expressão da sua sintase endotelial, redução dos co-fatores necessários 
para sua produção, falha nos mecanismos de sinalização que promovem adequada 
ativação da eNOS e, por fim, aumento da degradação pelas EROs (HARRISON, 
1997).  
Dentre as espécies reativas de oxigênio a que influencia mais na redução de 
biodisponibilidade de NO é o ânion superóxido. A interação entre NO e O2
-• ocorre 
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numa taxa de 6,7 X 109 mol/L . s-1, sendo 3 vezes mais rápida que a reação do O2
-• 
com a SOD (THOMSON et al., 1995). 
Fatores como hipertensão arterial, diabetes, hipercolesterolemia, tabagismo, dentre 
outros, estão diretamente relacionados com aumento da produção de EROs. Várias 
são as vias de produção de EROs em células humanas, dentre as principais fontes 
podemos citar a respiração mitocondrial, lipooxigenases, ciclooxigenases, citocromo 
p450s, xantina oxidase, NADH/NADPH oxidases, NO sintases, peroxidases e outras 
hemoproteínas (CAI & HARRISON, 2010). O aumento da produção de radicais livres 
reduz a biodisponibilidade de NO causando disfunção endotelial por aumento da 
agregação plaquetária, redução da vasodilatação e remodelamento vascular (Figura 
3) (CAI & HARRISON, 2000).   
 
Figura 3: Mecanismos envolvidos na disfunção endotelial induzida por estresse oxidativo. CML: 
Células musculares lisas; NO: óxido nítrico; O2
-•









:radical hidroxila (modificado de CAI e HARRISON, 2000). 
 
Vários estudos demonstram que a principal fonte de EROs no sistema vascular é a 
NADPH oxidase (GRIENDLING et al., 1994; BHUNIA et al., 1997; MARUMO et al., 
1997; DE KEULENAER et al., 1998; HOLLAND et al.,1998; GRIENDLING et al., 
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2000). A NADPH oxidase é uma enzima que catalisa a produção de O2
-• do oxigênio 
e NADPH de acordo com a seguinte reação (AGO et al., 1999): 
NADPH    +    2O2    →    NADP
+    +    H+    +    2O2
-• 
 
A NADPH oxidase é a única via enzimática que produz O2
-• como função primária a 
partir do oxigênio molecular usando NADPH como um doador de elétrons. Diferente 
de outras enzimas redox que produzem o O2
-• como um bioproduto. Podemos citar a 
xantina oxidase, que catalisa a oxidação de hipoxantina em xantina para formar O2
-•, 
ou ainda, o desacoplamento da NOS. (Figura 4) (PARAVICINI & TOUYZ, 2008; 
CHAN et al., 2009; SEDEEK et al., 2009). 
A estrutura da NADPH oxidase possui em sua estrutura dois elementos de 
membrana (gp91PHOX e p22PHOX) e três componentes citosólicos (p67PHOX, 
p47PHOX e p40PHOX) (Figura 4) (BABIOR, 1999). A NADPH oxidase foi 
identificada inicialmente em células fagocíticas, como neutrófilos, eosinófilos, 
macrófagos e monócitos. Nessas células a subunidade gp91 PHOX é também 
denominada NOX-2 (SEGAL et al., 1981). No entanto, posteriormente, a descoberta 
de homólogos da gp91 PHOX demonstrou que a NADPH oxidase estava expressa 
também em outros tipos celulares. A partir de então os homólogos da gp91 PHOX 
passaram a ser denominados de família NOX da NADPH oxidase que compreende 7 
elementos (NOX-1, NOX-2, NOX-3, NOX-4, NOX-5, Duox1 e Duox2) expressos em 
vários tipos celulares como rim, baço, coração, vasos, entre outros (CHENG et al., 
2001). Em células das três camadas vasculares os principais elementos expressos 
são NOX-1, NOX-2, NOX-4 e NOX-5. Em células endoteliais e em células do 
músculo liso vascular a isoforma mais abundante é a NOX-4. Tanto NOX-1 quanto 
NOX-2 estão expressas em células do músculo liso vascular, mas a NOX-1 está 
mais presente em vasos de condutância e a NOX-2 em vasos de resistência 
(BEDARD & KRAUSE, 2007; CHAN et al., 2009). 
Vários são os fatores físicos e humorais que regulam a atividade da NADPH 
oxidase. O principal fator físico responsável por aumento da atividade da enzima e, 
conseqüentemente, aumento do estresse oxidativo é o shear stress ou estresse de 
cisalhamento na parede vascular. Os fatores humorais são: citocinas pró-
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Figura 4: Participação da NADPH oxidase na produção de radicais livres a partir do oxigênio 
molecular nos diferentes tipos de células vasculares. Conformação das isoformas NOX-1 e NOX-4 da 
NADPHoxidase (modificado de DRUMOND et al., 2011). 
 
1.6.3 Prostanóides  
Após a descoberta em 1980 do EDRF, acreditava-se que o endotélio era 
responsável somente pela produção de fatores relaxantes. No entanto, observou-se, 
posteriormente, que o endotélio vascular também produzia fatores vasoconstrictores 
além dos vasodilatadores (DE MEY & VANHOUTTE, 1982). O principal achado que 
auxiliou na descoberta dos fatores vasoconstrictores derivados do endotélio foi a 
inibição da contração vascular induzida por diversos inibidores da ciclooxigenase 
(MILLER & VANHOUTTE, 1985). Hoje se sabe que os EDCF são prostanóides 
derivados do ácido araquidônico (AA). O ácido araquidônico é um constituinte dos 
fosfolipídios de membrana, que é liberado por ação da fosfolipase A2 (PLA2). Após 
sua liberação o AA será oxidado pela COX e convertido a prostaglandina H2 
(PGH2), precursor imediato de muitos prostanóides (BOS, et al., 2004). 
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Existem inúmeros prostanóides derivados da via do AA-COX. Cada prostanóide 
exerce sua função vasoconstritora ou vasodilatadora quando acoplado a um 
receptor específico ligado à proteína Gs (estimulatória) ou Gi (inibitória), que quando 
ativados estimulam ou inibem a adenilato ciclase (AC), e, como consequência 
produzem, respectivamente, aumento ou redução dos níveis intracelulares de AMPc 
e, então, promovem o relaxamento do músculo liso vascular ou vasoconstrição 
(FELÉTOU et al., 2010).  
Os prostanóides mais comuns são PGI2, PGE2, PGD2, PGF2α e o tromboxano A2 
(TXA2). Cada tipo de prostanóide possui seu receptor específico de membrana 
acoplados a proteínas G. A PGI2, PGE2 e PGD2 se ligam aos receptores 
específicos IP, EP2/EP4 e DP, respectivamente, que estão acolpados a proteína Gs 
e sua ativação, após toda a sinalização intracelular, produzirá vasodilatação. A 
PGE2 se une ao receptor EP3, acoplado a proteína Gi, e produz vasoconstricção. 
Em adição, a própria PGE2, a PGF2α e o TXA2 produzem contração por união aos 
receptores EP1, FP e TP, respectivamente, que estão acoplados a proteína Gq. Esta 
união ativa a fosfolipase C (PLC) formando os segundos mensageiros inositol 
trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG), ativando a mobilização de cálcio intracelular e 
PKC (proteína quinase C) e iniciando a contração (BOS et al., 2004). 
 
1.6.4 Fator Hiperpolarizante Derivado do Endotélio  
A vasodilatação promovida pelo NO e pela prostaciclina já está bem demonstrada e 
seus mecanismos elucidados. No entanto, estudos demonstraram que mesmo após 
a utilização de potentes inibidores da sintase do NO e da via da COX, ainda há um 
relaxamento residual. Concluiu-se então que existia outro vasodilatador que não os 
derivados da L-arginina e da COX. Ainda, observou-se que essa vasodilatação não 
vinha acompanhada de aumentos dos níveis intracelulares de AMPc e GMPc em 
células musculares lisas (TAYLOR et al., 1988; COWAN & COHEN, 1991; 
ZYGMUNT et al., 1994; GARCIA-PASCUAL et al., 1995; MOMBOULI et al., 1997).   
Desta forma, após estudos que mostravam a existência de mudança do potencial de 
repouso da membrana plasmática do músculo liso vascular, concluíram que a 
hiperpolarização da membrana muscular lisa é o mecanismo que explica o 
relaxamento dependente do endotélio (NAGAO & VANHOUTTE, 1991; NAGAO et 
al., 1992; GARLAND & McPHERSON, 1992). A hiperpolarização das células 
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musculares lisas induz relaxamento por reduzir a probabilidade de abertura dos 
canais de influxo de cálcio (NELSON et al., 1990). Esse fator foi então denominado 
Fator Hiperpolarizante Derivado do Endotélio (EDHF). O EDHF contribui para a 
dilatação vascular após estímulos como o shear stress e ação de fatores químicos 
(MOMBOULI & VANHOUTTE, 1997). Muitos são os estudos que especulam qual é a 
substância responsável pela hiperpolarização, no entanto, a natureza química do 
EDHF ainda não está bem estabelecida (FELÉTOU & VANHOUTTE, 2004).  
A Figura 5 esquematiza a maneira como a hiperpolarização das células endoteliais 
leva ao relaxamento das células musculares lisas. O EDHF age aumentando o 
conteúdo de cálcio intracelular via IP3 em células endoteliais e, consequentemente, 
promove a produção de NO, PGI2, EETs e anandamina. Esses compostos são 
capazes de bloquear os canais para K+, o que reduz a probabilidade de sua abertura 
e, desta maneira, ativação da contração muscular. As gap junctions também 
auxiliam na propagação do potencial de membrana das células endoteliais para as 
células musculares lisas (MOMBOULI & VANHOUTTE, 1997). 
Existem 3 principais tipos de canais para K+: os canais para potássio dependentes 
de: cálcio, voltagem e ATP. Os três subtipos de canais para potássio dependentes 
de cálcio (KCa) são os de alta, intermediária e baixa condutância (BKCa , IKCa e SKCa, 
respectivamente). Em artérias saudáveis os canais de larga condutância são 
expressos preferencialmente no músculo liso vascular, enquanto que os de 
intermediária e baixa condutância estão presentes em células endoteliais 
(FELÉTOU, 2009).  E a contribuição do EDHF é significativamente maior em vasos 
de pequeno diâmetro que em grandes artérias (WOOLFSON & POSTON, 1990; 
HURAKAMI-HARASAWA et al.,1997) 
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Figura 5: Esquema demonstrando a maneira pela qual a hiperpolarização das células endoteliais leva 
a hiperpolarização e relaxamento de células do músculo liso vascular. PLA2: fosfolipase A2; G: 
proteína G; PGI2: prostaciclina; EET: ácido epoxiecosatrienóico; COX: ciclooxigenase; EOX: 
epoxigenase; TAc: EETs esterificados; PLD: fosfolipase D; AC: adenilato ciclase; CB1: receptor 
canabinóide; GMPc: guanosina monofosfato cíclico; EP e IP: receptores de prostanóides; GTP: 
guanosina trifosfato;  IP3: inositol (1,4,5) trifosfato; PLC: fosfolipase C; sGC: guanilato ciclase solúvel; 
Vm: voltagem de membrana (modificado de MOMBOULI & VANHOUTTE, 1997). 
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1.7 CICLO DE CÁLCIO NO CARDIOMIÓCITO 
O mecanismo de acoplamento excitação-contração cardíaco compreende os 
processos de ativação elétrica dos miócitos que desencadeiam a contração do 
coração. O cálcio é um íon intimamente envolvido na atividade elétrica cardíaca e, 
por interagir diretamente com os miofilamentos, na contração muscular (ver revisão 
em BERS, 2002). 
Durante o potencial de ação cardíaco, o cálcio entra na célula via canais ativados 
por despolarização, contribuindo para a formação do platô do potencial de ação. O 
influxo de cálcio promove liberação de cálcio dos estoques intracelulares, sendo 
essa liberação denominada liberação de cálcio induzida por cálcio. A [Ca2+]i resulta 
da combinação do influxo de cálcio pelo sarcolema e a liberação de cálcio pelo 
retículo sarcoplasmático (o principal reservatório intracelular de cálcio) e é o íon que, 
por ligação direta aos miofilamentos, será o responsável pela gênese da força e 
encurtamento muscular (BERS, 2002). 
No interior da célula miocárdica, o cálcio se liga à troponina C. Essa interação faz 
com que a tropomiosina deixe de bloquear o sítio de ligação entre actina e miosina. 
A actina apresenta sítios ativos que são capazes de interagir com a miosina, pra tal 
a atividade ATPásica da miosina é ativada, quebrando ATP em ADP e Pi e liberando 
energia necessária para o deslizamento dos miofilamentos, ocasionando a 
contração muscular. Então, a afinidade do cálcio à troponina C modula a força de 
contração miocárdica e será discutida mais adiante (VASSALLO et al., 2008). 
Para que ocorra o relaxamento do músculo cardíaco é necessário que o cálcio se 
desligue da troponina C e seja removido para o meio extracelular e para os 
compartimentos intracelulares que estocam cálcio. O transporte de cálcio para fora 
do citosol envolve quatro vias: a bomba de cálcio do RS (SERCA), o trocador 
Na+/Ca2+, a bomba de cálcio do sarcolema e o uniporte de cálcio mitocondrial. 
Alterações nos mecanismo de extrusão de cálcio também podem modificar a 
contratilidade, visto que interferem na concentração intracelular de cálcio (BERS, 
2002). 
A função da NKA é induzir a extrusão de Na+ para fora da célula ao mesmo tempo 
que o K+ é transportado para o meio intracelular. O seu funcionamento é dependente 
das concentrações intra e extracelulares desses dois íons. A inibição da NKA 
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ocasiona aumento da [Na+i], visto que diminui sua extrusão. O aumento da 
concentração intracelular de Na promove diminuição da troca Na+/Ca2+, conseqüente 
aumento da concentração intracelular de cálcio e efeito inotrópico positivo 
(BLAUSTEIN, 1988). 
A troca Na+/Ca2+ funciona com a estequiometria de 3:1, ou seja, três íons Na+ 
entram para o meio intracelular à medida que um íon cálcio é retirado do interior da 
célula. O aumento da [Na+i] por inibição da NKA diminui a atividade do trocador, 
aumento a [Ca2+]i, por ligação do Na
+ aos sítios intracelulares do trocador (BERS & 
GUO, 2005) 
Além de exercer papel fundamental na liberação de cálcio ativada por cálcio na 
gênese da contração miocárdica, o retículo também desempenha papel importante 
na recaptação de cálcio e diminuição do cálcio mioplasmático. A principal 
responsável pela recaptação de cálcio nessa organela é a Ca2+ ATPase (SERCA) do 
retículo sarcoplasmático (RS). O fosfolambam (PLB) é um inibidor endógeno da 
SERCA que quando fosforilado, devido ao aumento do AMPc (ativando PKA) ou 
cálcio calmodulina quinase (CaCKII), deixa de inibir a bomba e permite o influxo 
ativo de cálcio para dentro do reículo sarcoplasmático. Um dos locais de fosforilação 
do PLB é a serina 16 (SCHWINGER et al., 1999; BERS, 2002). 
Todos os mecanismos envolvidos na entrada, liberação e extrusão de cálcio; e a 
participação desse íon no potencial de ação e contração miocárdica estão ilustrados 
na figura 6. 
_______________________________________________________________ INTRODUÇÃO    58 
 
 
Figura 6: Entrada e extrusão do cálcio no miócito cardíaco e participação do cálcio no potencial de 
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1.8 EFEITOS PARÁCRINOS E AUTÓCRINOS DO ÓXIDO NÍTRICO NO MÚSCULO 
CARDÍACO 
Existem complexas interações entre as células endoteliais do leito vascular 
coronariano e os miócitos cardíacos, assim como ocorre entre as células endoteliais 
e o músculo liso vascular. As células endoteliais liberam e metabolizam diversas 
substâncias que se difundem para o músculo cardíaco e que modulam seu 
funcionamento, sem necessariamente ocorrer alteração do fluxo coronariano, como 
o NO, endotelina-1, angiotensina-II, dentre outras (BRUTSAERT et al., 1998).  
O NO, principal produto gerado por células endoteliais, é capaz modular os aspectos 
fisiológicos do funcionamento cardíaco, como o acoplamento excitação/contração, 
relaxamento miocárdico, função diastólica, mecanismo de Frank-Starling, frequência 
cardíaca, resposta inotrópica β-adrenérgica e metabolismo energético (SHAH & 
MACCARTHY, 2000).  
Muitas ações do NO no músculo cardíaco têm sido demonstradas.  As diferenças 
existentes entre os estudos que demostram diferentes efeitos são: a fonte celular do 
NO; a quantidade liberada ou experimentalmente utilizada; o “status” antioxidante; 
fluxo coronariano e frequência cardíaca (que alteram o shear stress); o tecido alvo 
(átrios ou ventrículos); as interações com estímulos neuro-humorais; a presença de 
ativação imune ou doenças; a ativação de vias de sinalização dependentes ou 
independentes de GMPc; e os diferentes doadores de NO (SHAH & MACCARTHY, 
2000). 
O óxido nítrico (NO) liga-se a guanilato ciclase solúvel, levando à formação de 
GMPc. O GMPc ativa proteínas quinases dependentes de GMPc (PKG), iniciando 
uma gama de respostas intracelulares (ISOLDI & CASTRUCCI, 2008). Em 
cardiomiócitos, a PKG fosforila a troponina I, diminuindo a afinidade da troponina C 
ao cálcio. A redução da sensibilidade dos miofilamentos também resulta da 
acidificação citosólica induzida pela alteração da função do trocador Na+-H+ via 
GMPc (Figura 7). A PKG também é capaz de suprimir o aumento da corrente de 
cálcio ocasionado pela fosforilação dos canais de cálcio do tipo L pela PKA formada, 
por exemplo, após uma ativação simpática (LAYLAND et al., 2002) 
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Figura 7: Ações do óxido nítrico no músculo cardíaco. O óxido nítrico (NO) está envolvido no aumento 
intracelular do GMPc, por se ligar à  guanilato ciclase solúvel.  Os principais alvos intracelulares do 
GMPc são a proteínas quinase dependente de GMPc (PKG), e as fosfodiesterases inibidas e 
estimuladas pelo GMPc (cGsPDE e cGiPDE). A proteína quinase G (PKG) modula a corrente de 
cálcio pelos canais de cálcio do Tipo L, diminui  a sensibilidade dos miofilamentos ao cálcio, altera a 
função do RS, diminui o consumo de oxigênio, modula o potencial de ação e o volume celular 
(Modificado de SHAH & MACCARTHY, 2000).  
 
O NO é capaz de promover tanto efeito inotrópico positivo quanto negativo. Foi 
demonstrado efeito inotrópico positivo em miócitos cardíacos e papilares de gatos 
após uso de doadores de NO (KOJDA et al., 1996; VILA-PETROFF et al., 1999) e 
em miócitos atriais de humanos após uso de nitroprussiato sódico e  milrinone 
(inibidor da GMPc PDE) (KIRSTEIN et al., 1995). Em corações de ratos, perfundidos 
pela técnica de Langendorff, o uso de L-NMMA deprimiu a contratilidade sem alterar 
a pressão de perfusão coronariana (KLABUNDE et al., 1991). Já os efeitos 
inotrópicos negativos ocorrem via ativação da PKG. Um estudo mostra aumento da 
ICa,L após exposição a L-NMMA (GALLO et al., 1998). 
Um outra importante regulação parácrina do NO ocorre sobre a função diastólica. A 
infusão intracoronariana de NPS promove início precoce do relaxamento ventricular 
e uma concomitante redução do pico e da pressão sistólica final, sem mudança da 
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dP/dt max. assim como uma queda da pressão diastólica mínima e da pressão 
diastólica final do ventrículo esquerdo (PDfVE), com aumento do volume diastólico 
final. (PAULLUS et al., 1997). O NO também atua sobra a frequência cardíaca. 
Alguns autores mostraram que baixas doses de doadores de NO aumentam a 
magnitude da If e altas doses têm efeitos opostos (SEARS et al., 1998). 
Inúmeros trabalhos demonstram os diferentes e tóxicos efeitos da exposição ao 
mercúrio, seja ele orgânico, inorgânio ou elementar, sobre os vários órgãos e 
sistemas e, em especial, sobre o sistema cardiovascular (WAKITA, 1987; 
CARMIGNANI et al., 1992; MILLER & WOODS, 1993; KISHIMOTOa et al., 1995; 
KISHIMOTOb et al., 1995;  HUANG et al., 1996; MAHBOOB et al., 2001; TOUYZ 
2004; WOLF & BAYNES 2007; PARK & PARK 2007; HOUSTON, 2007).  
Mesmo existindo estudos que mostram os efeitos da exposição durante 30 dias 
sobre a reatividade de diferentes leitos vasculares, como aorta e artérias 
mesentéricas de resistência (WIGGERSb et al., 2008; PEÇANHA et al., 2010), ainda 
não existem estudos que demostrem os efeitos de baixas concentrações de HgCl2, 
como as encontradas em trabalhadores expostos, em pessoas que consumem 
peixes contaminados ou que retiraram amálgamas dentários, sobre a reatividade de 
artérias coronárias. E ainda que correlacionem os efeitos em artérias coronárias com 
































2.1 OBJETIVO GERAL 
Avaliar os efeitos da exposição controlada durante 30 dias a baixa concentração de 
HgCl2 sobre a reatividade de artérias coronárias de resistência e sobre a função 
contrátil de corações isolados.  
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
- Investigar possíveis alterações na resposta vasoconstrictora à serotonina (5-HT) 
em artérias coronárias após exposição crônica ao HgCl2.  
- Averiguar se a exposição crônica ao HgCl2 altera a participação do óxido nítrico, 
dos prostanóides derivados da via do AA-COX, dos canais para potássio e do 
estresse oxidativo na resposta vasoconstrictora induzida pela serotonina (5-HT) em 
artérias coronárias. 
- Investigar se o tratamento alterou a resposta vasodilatadora à acetilcolina (ACh) e 
ao doador de óxido nítrico (DEA-NO) de artérias coronárias. 
- Pesquisar se a exposição durante 30 dias ao HgCl2 modifica a participação do 
óxido nítrico, dos prostanóides derivados da via do AA-COX, dos canais para 
potássio e do estresse oxidativo na resposta vasodilatadora promovida pela 
acetilcolina (ACh) em artérias coronárias.  
- Mensurar a produção local de óxido nítrico em artérias coronárias septais de ratos 
expostos à salina e a HgCl2, assim como a quantidade plasmática de nitritos/nitratos 
nos dois grupos experimentais. 
- Observar se o tratamento altera a produção local de ânion superóxido de artérias 
coronárias septais. 
- Observar se o tratamento durante 30 dias a baixa concentração de HgCl2 modificou 
a expressão gênica da superóxido dismutase (isorformas SOD-1 e SOD-2) e da 
NADPHoxidase (subunidades NOX-1 e NOX-4).  
- Avaliar, em células endoteliais de coronárias suínas, se a exposição durante 24 
horas a 0,05; 0,5 e 5 µg/mL de HgCl2 incrementa a produção de espécies reativas 
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de oxigênio. E também verificar os efeitos do tempol, da apocinina, da catalase, do 
tiron e do L-NAME sobre a produção de espécies reativas de oxigênio e de 
nitritos/nitratos. 
- Averiguar a expressão protéica da subunidade endotelial da sintase do óxido nítrico 
em células endoteliais de coronárias suínas.   
- Avaliar se o tratamento crônico com baixas concentrações de HgCl2 durante 30 
dias altera a modulação do óxido nítrico sobre a função de corações isolados.  
- Verificar se o tratamento com HgCl2, mesmo utilizando baixas concentrações, foi 
capaz de alterar a expressão protéica cardíaca da eNOS, iNOS, SERCA, PLB, PLB-
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 
3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS 
Foram utilizados ratos Wistar (Rattus novergicus albinus), com três meses de idade 
ao final do tratamento e pesando entre 250 e 300 gramas. Os animais utilizados 
foram obtidos de duas fontes distintas. Para realização dos protocolos com coração 
isolado e de expressão protéica cardíaca os animais experimentais foram fornecidos 
pelo biotério do Programa de Pós-Graduação em Ciências Fisiológicas da 
Universidade Federal do Espírito Santo. Os demais procedimentos foram realizados 
utilizando ratos cedidos pelo biotério da Facultad de Medicina da Universidad 
Autónoma de Madrid. Durante o tratamento os ratos permaneciam em gaiolas com 
temperatura e umidade constantes, e ciclo claro-escuro de 12:12 horas. Os animais 
tinham livre acesso a ração e água.  
Para a obtenção das células endoteliais foram utilizados seis porcos que possuíam 
entre sete e oito meses, obtidos do Serviço de Cirurgia Experimental do Centro de 
Pesquisa do Hospital La Paz (Madri, Espanha).  
Todos os procedimentos experimentais utilizados estão de acordo com os princípios 
éticos de experimentação animal adotados pelo Colégio Brasileiro de 
Experimentação Animal, e pelas leis espanholas  e européias para experimentação 
animal (RD 233/88 Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentación e 609/86). Os 
protocolos experimentais realizados no Brasil foram aprovados pelo Comitê de Ética 
no Uso de Animais da Escola Superior de Ciências da Santa Casa de Misericórdia 
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3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS 
Os ratos foram aleatoriamente divididos em dois grupos denominados: Controle e 
HgCl2. 
Os ratos do grupo Controle recebiam, diariamente, injeções intramusculares de 
solução salina isotônica (NaCl 0,9% - 0,33 mL/Kg) durante um período de 30 dias.  
Os ratos pertencentes ao grupo HgCl2 recebiam, no primeiro dia do tratamento, uma 
injeção intramuscular contendo 4,6 µg/Kg de cloreto de mercúrio (HgCl2). Nos 29 
dias subseqüentes, levando em consideração que a meia-vida do HgCl2 é de 37 dias 
(AZEVEDO, 2003), os ratos recebiam doses diárias de reforço (0,07 µg/kg) contendo 
somente a quantidade que eles excretariam em um dia, segundo protocolo 
experimental desenvolvido por WIGGERSb et al. (2008). As soluções contendo 
cloreto de mercúrio eram diluídas em solução salina isotônica. Como previamente 
descrito, esse tratamento produz uma concentração sanguínea de 7,97 ± 0,59 ng/mL 
de HgCl2 (WIGGERS














_____________________________________________________ MATERIAIS E MÉTODOS  68 
 
3.3 REATIVIDADE VASCULAR DE ARTÉRIAS CORONÁRIAS 
O estudo da reatividade das artérias coronárias esquerdas de ratos foi realizado de 
acordo com método descrito por MULVANY & HALPERN (1977). Para isso, ao final 
dos 30 dias de tratamento com HgCl2 ou solução salina isotônica os ratos foram 
sacrificados por decapitação. O tórax foi aberto e o coração retirado e mantido em 
solução de Krebs Henseleit (em mmol/L: 115 NaCl, 25 NaHCO3, 4,7 KCl, 1,2 
MgSO4.7H2O, 2,5 CaCl2, 1,2 KH2PO4, 11,1 glicose e 0,01 Na2EDTA) a 4ºC e pH 
7.4 durante o procedimento de dissecção. O ramo descendente anterior da artéria 
coronária esquerda foi isolado com o auxílio de um microscópio de dissecção e 
segmentos de, aproximadamente, 2 mm de longitude foram cortados e mantidos a 4º 
C. Após preencher as câmaras do miógrafo para vasos de resistência (Danish Myo 
Tech, Modelo 410A e 610M, JP-Trading I/S, Aarhus, Dinamarca) com Krebs 
Henseleit, dois fios de tungstênio (40 μm de diâmetro) foram inseridos no lúmen das 
artérias para medida de força isométrica. Um dos fios estava acoplado a um 
transdutor de força isométrica e o outro fio conectado a um micromanipulador que 
permitia o estiramento das artérias. Esse miógrafo estava conectado a um sistema 
para aquisição de dados (Powerlab/800 ADInstruments Pty Ltd, Castle Hill, Austrália) 
e a um computador (Macintosh ou Hewlett-Packard). 
 
Figura 8: Desenho esquemático mostrando a localização do ramo descendente da artéria coronária 
esquerda (direita). Microfotografia de um coração mostrando a artéria em questão (esquerda). 
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Figura 9: Desenho representativo mostrando o miógrafo de arames para pequenos vasos, gaseificado 
com mistura carbogênica, ligado a um sistema de aquisição de dados.  
 
Após período de 30 minutos de estabilização em solução de Krebs Henseleit 
gaseificada com mistura carbogênica (95% de O2 e 5% de CO2, pH 7,4, 37º C), as 
artérias foram estiradas a uma tensão de repouso considerada ótima em relação ao 
seu diâmetro interno. Para isso, em cada segmento arterial a relação tensão: 
diâmetro interno foi calculada e então foi determinada a circunferência interna 
correspondente a uma pressão transmural de 100 mmHg para um vaso relaxado in 
situ (L100). Para a realização dos experimentos, as artérias foram mantidas com uma 
circunferência interna L1, calculada como L1= 0,90 x L100, circunferência na qual o 
desenvolvimento de força é máximo. (MULVANY & HALPERN, 1977).   
Após estabilização em sua tensão de estiramento ideal, as artérias coronárias foram 
expostas a uma solução com concentração alta de potássio (120 mmol/L, a 
composição é similar ao Krebs Henseleit, no entanto o NaCl foi substituído por KCl 
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em concentração equimolar) para avaliar a capacidade contrátil dos segmentos. As 
solução foi novamente trocada para solução de Krebs-Henseleit normal e após 
retorno à sua tensão basal , determinou-se a presença de endotélio. Para comprovar 
a integridade endotelial, as artérias foram pré-contraídas com uma concentração de 
5-hidroxitriptamina (5-HT) suficiente para produzir 50 % da contração produzida pela 
solução de Krebs-Henseleit com KCl 120 mM, e então o relaxamento vascular foi 
obtido por exposição a 10 µM de acetilcolina (ACh). Somente foram utilizadas nesse 
estudo as artérias com relaxamento superior a 50 % da contração induzida pela 5-
HT.  
 
3.3.1 Efeitos da exposição ao HgCl2 sobre a resposta constritora à 5- 
Hidroxitriptamina (5-HT)  e dilatadora a acetilcolina (ACh) e ao diethylamine 
NONOate (DEA-NO) em artérias coronárias de ratos. 
Após o teste de integridade endotelial as artérias permaneceram 60 minutos para se 
estabilizarem e então foi realizada uma curva concentração resposta à ACh (1 nM a 
10 µM) em artérias pré-contraídas com 5-HT (concentração suficiente para produzir 
50 % da contração máxima ao potássio). Após igual período de estabilização foi 
realizada uma curva concentração resposta a 5-HT (10 nM a 100 µM). As curvas de 
relaxamento à ACh e de contração à 5-HT foram realizadas também após incubação 
por 30 minutos com alguns fármacos, no intuito de verificar a via pela qual o 
tratamento com HgCl2 foi capaz de alterar a reatividade de artérias coronárias. 
Em segmentos de artérias controles (sem fármacos) pré-contraídas com 5-HT 
(concentração suficiente para produzir 50 % da contração ao KCl) foi realizado 
também uma curva concentração resposta ao doador de NO, dietilamina NONOate 
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3.3.2 Participação do óxido nítrico, das espécies reativas de oxigênio, dos 
prostanóides e dos canais para o potássio na resposta contrátil a 5-
Hidroxitriptamina (5-HT) em artérias coronárias de ratos expostos ou não ao 
HgCl2. 
Com a finalidade de avaliar a via pela qual o tratamento com HgCl2 modifica a 
reatividade vascular, alguns fármacos foram utilizados. As artérias foram incubadas 
por 30 minutos antes da realização da curva concentração resposta à  5-HT. 
Para avaliar se o tratamento com HgCl2 altera a participação do NO na resposta 
induzida pela 5-HT utilizamos o L-NAME (L-NG-nitro-arginina metil éster- 100 μM), 
um inibidor não seletivo da sintase de óxido nítrico.  
A produção de espécies reativas altera a reatividade vascular, principalmente por 
reduzir a biodisponibilidade de NO. Para verificar se o tratamento com HgCl2 altera a 
participação das espécies reativas de oxigênio sobre a resposta contrátil à 5-HT, 
utilizamos o tiron (ácido disulfônico 4,5-dihidroxi-1,3-benzeno - 1mM), um “varredor” 
não-enzimático de ânion superóxido e a superóxido dismutase (SOD- 150 U/mL), 
uma enzima que converte ânion superóxido em peróxido de hidrogênio (H2O2) e 
oxigênio molecular (O2).  
A participação dos derivados da via do ácido araquidônico- ciclooxigenase sobre a 
resposta contrátil à 5-HT foi testada utilizando a Indometacina (10 µM), um inibidor 
inespecífico da ciclooxigenase (COX). 
Ainda, para avaliar a influência dos canais para o potássio sensíveis ao cálcio sobre 
a resposta contrátil induzida por 5-HT as artérias coronárias foram incubadas com 
tetraetilamônio (TEA, 2 mM), um bloqueador não seletivo de canais para o potássio 
ativados por cálcio. 
 
3.3.3 Participação do óxido nítrico, das espécies reativas de oxigênio, dos 
prostanóides e dos canais para o potássio na resposta dilatadora a acetilcolina 
(ACh) em artérias coronárias de ratos expostos ou não ao HgCl2.  
Para avaliar se o tratamento com HgCl2 altera a participação do NO na resposta 
endotélio dependente induzida pela ACh utilizamos o L-NAME (100 μM), um inibidor 
não seletivo da sintase de óxido nítrico.  
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Para verificar se o tratamento com HgCl2 altera a produção e participação das 
espécies reativas de oxigênio sobre a resposta contrátil à 5-HT, utilizamos o tiron 
(ácido disulfônico 4,5-dihidroxi-1,3-benzeno - 1mM), um “varredor” não-enzimático 
de ânion superóxido e a apocinina (0,3 mM), inibidor da NADPHoxidase, que é uma 
das principais fontes geradoras de radicais livres derivados do oxigênio. 
A participação dos derivados da via do ácido araquidônico- ciclooxigenase sobre a 
resposta contrátil à 5-HT foi testada utilizando a indometacina (10 µM), um inibidor 
inespecífico da COX. 
Ainda, para avaliar a influência dos canais para o potássio sensíveis ao cálcio sobre 
a resposta contrátil induzida por 5-HT as artérias coronárias foram incubadas com 
tetraetilamônio (TEA, 2 mM), um bloqueador não seletivo de canais para o potássio 
ativados por cálcio. 
 
 
Figura 10: Representação esquemática do protocolo experimental realizado nos experimentos de 
reatividade vascular em artérias coronárias. 5-HT (serotonina), ACh (acetilcolina), L-NAME (L-NG-
nitro-arginina metil éster- 100 μM), tiron (ácido disulfônico 4,5-dihidroxi-1,3-benzeno- 1mM), TEA 
(tetraetilamônio- 2 mM), SOD (superóxido dismutase- 150 U/mL), Indometacina (10 µM). 
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3.4 NITRITOS E NITRATOS PLASMÁTICOS 
Após decapitação, o sangue foi coletado em tubo contendo EDTA (ácido 
Etilenodiaminotetraacético). Foi centrifugado a 1500 g durante 10 minutos a uma 
temperatura de 4º C. Em seguida, o sobrenadante foi recolhido e armazenado a -80º 
C até o momento de sua utilização.  
Os nitritos são produtos finais estáveis da autodegradação do óxido nítrico em 
solução aquosa e sua concentração é proporcional a quantidade deste gás. No 
entanto, no organismo o nitrito é facilmente oxidado a nitrato. A medida de nitritos 
realizou-se mediante modificação do método de Griess (GREEN et al., 1982) 
descrita por MIRANDA et al. (2001).  
Para se realizar a medida de nitritos plasmáticos, o plasma deve estar livre de 
proteínas, já que a hemoglobina pode interferir na reação. Para isso as amostras de 
plasma são mescladas com etanol em razão 1:2. Em seguida, essa mistura é 
agitada durante um minuto e as amostras centrifugadas a 1000 x g durante 10 
minutos a 4º C e foi coletado somente o sobrenadante. As amostras foram 
colocadas uma placa de 96 poços em triplicata (ou seja, três alíquotas de cada 
amostra). Já que os nitritos estão em menor quantidade que os nitratos, a conversão 
de nitratos em nitritos foi realizada com a adição de cloreto de vanádio (III) 8 mg/mL 
em cada poço.. Então, os reagentes de Griess: sulfanilamida (2%) e N-(1 
Naphthyl)ethylenediamina dihidrocloridrato (0.1%) foram rapidamente adicionados. 
Esses reagentes se combinam com os nitritos presentes na amostra para formar um 
composto nitrogenado colorido. A intensidade da cor produzida é proporcional a 
quantidade de nitritos presentes na amostra. Após 30 minutos de incubação das 
amostras em temperatura ambiente (25º C) a absorbância a 540 nm foi mensurada 
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3.5 LIBERAÇÃO LOCAL DE ÓXIDO NÍTRICO 
A liberação de óxido nítrico (NO) foi medida de acordo com método descrito por 
MARTIN e colaboradores (2005). Primeiramente, o ventrículo direito foi separado do 
esquerdo e a artéria septal ficou exposta no septo interventricular. As artérias 
coronárias septais foram dissecadas, retirando o máximo de miocárdio quanto 
possível, e estabilizadas durante 60 minutos em tampão HEPES (em mmol/L: NaCl 
119; HEPES 20; CaCl2 1,2; KCl 4,6; MgSO4 1; KH2 PO4 0,4; NaHCO3 5; glicose 5,5; 
NaH2PO4 0,15; pH 7,4) a 37º C, então foram incubadas com o produto fluorescente 
4,5-diaminofluoresceina (DAF- 2 μmol/L), uma sonda que se liga ao NO e emite 
fluorescência, durante 1 h e o meio foi coletado para medida da liberação basal de 
NO. Para medida da liberação após estímulo, uma dose de 5-HT (1 µM) e ACh (10 
µM) foi aplicada, simulando uma situção de estímulo para liberação local de NO. A 
fluorescência do meio foi medida em temperatura ambiente usando um 
espectroflorímetro (LS50 Perkin Elmer instruments, FL WINLAB Software) com 
comprimento de onda de excitação a 492 nm e de emissão a 515 nm. Da mesma 
maneira foi medida a fluorescência, no entanto sem a artéria coronária septal para 
saber a emissão basal de fluorescência da DAF. A quantidade de NO liberado foi 
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3.6 PRODUÇÃO LOCAL DE ÂNION SUPERÓXIDO 
A produção local de anions superóxido foi medida em artérias coronárias septais 
utilizando a quimioluminescência da lucigenina, como previamente descrito por 
(MARTÍN et al., 2005). As artérias septais de ratos dos grupos Controle e Mercúrio 
foram estabilizadas por 30 minutos em tampão HEPES a 37º C, e transferidas a 
tubos de teste contendo 1 mL de tampão HEPES (em mmol/L: NaCl 119; HEPES 20; 
CaCl2 1,2; KCl 4,6; MgSO4 1; KH2 PO4 0,4; NaHCO3 5; glicose 5,5; NaH2PO4 0,15; 
pH 7,4) a 37º C com lucigenina (250 mmol/L) e mantidas a 37º C. Medidas repetidas 
foram obtidas durante 5 minutos com intervalos entre cada medida de 30 s. Após as 
medidas de produção basal de anions superóxido, o Tiron (10 mmol/L), um varredor 
de anions superóxido não enzimático e permeável a membrana celular, foi 
adicionado para confirmar que a luminescência é dependente especificamente de 
anions superóxido. Também, foi medida a luminescência de amostras da mesma 
maneira, mas sem artérias septais, para medida de emissão basal de luminescência 
da lucigenina (MARTÍN et al., 2005). A produção local de ânion superóxido foi 
expressa em unidades arbitrárias de luminescência/ mg de tecido / minuto. 
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3.7 EXPRESSÃO GÊNICA DAS SUBUNIDADES NOX-1 E NOX-4 DA NADPH -
OXIDASE E DAS ISOFORMAS SOD-1 E  SOD-2 DA SUPERÓXIDO DISMUTASE. 
A expressão do RNAm da NOX-1, NOX-4, SOD-1 e SOD-2 foi determinada em 
segmentos de artérias coronárias descendente anterior esquerda e septal de 
animais expostos ou não ao HgCl2. O RNA total foi obtido usando TRIzol (Invitrogen 
Life Technologies, Philadelphia, PA), um tampão específico de isolamento de 
RNAm. A quantificação do RNA total foi calculada medindo-se a absorvância a 260 
nm. Na sequência, 0,5 μg do RNA total tratado com DNAase I foi transcrito a cDNA 
utilizando-se um kit comercial (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).  O 
protocolo foi realizado segundo as instruções comerciais em 10 μL de volume de 
reação.   
O PCR foi realizado em duplicada para cada amostra, utilizando 1 μL de cDNA como 
modelo, 1x of TaqMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems), e 10x de 
Taqman Gene Expression Assays (Applied Biosystems) para cada 20 μL de reação. 
Foram utilizados primers (Assays-on-Demand™ deTaqMan™- Applied Biosystems) 
para amplificar o gen da NOX-1 (Rn 00586652_m1), NOX-4 (Rn 00585380_m1), 
SOD-1 (Rn00566938_m1), SOD-2 (Rn00566942_g1) e 18S rRNA (4319413E), o 
qual foi utilizado como controle endógeno para normalizar os resultados.  
A reação em cadeia da polimerase foi realizada em um sistema de detecção de 
sequência ABI prism 7000 (Applied Biosystems), nas seguintes condições: 50°C por 
2 minutos, 95°C por 10 minutos, 95°C por 15 minutos durante 40 ciclos e 60°C por 1 
minuto. Os níveis relativos de NOX-1 e NOX-4 foram determinados usando a 
equação 2-∆∆Ct. Os resultados estão demonstrados como expressão relativa de 
RNAm no grupo HgCl2 comparado ao grupo Controle. 
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3.8 ANÁLISE MORFOMÉTRICA DE VASOS CORONARIANOS 
Para avaliar se o tratamento com HgCl2 altera a morfometria de vasos coronarianos, 
um total de 8 animais de cada grupo experimental foram analisados. O tecido 
ventricular foi fixado em solução de formoldeído 4 % tamponado com sódio. As 
amostras foram desidratadas e inseridas em parafina. O tecido imerso em parafina 
foi cortado em secções de 4 µm e então coradas com tricrômio de Masson. Um total 
de 48 vasos intramiocárdicos (três por rato) foram analisados individualmente 
usando uma câmera monocromática de alta resolução CCD (Sony XC-75CE) 
conectada a um microscópio (Leica DMRB). A análise morfométrica foi realizada 
usando um sistema de análise de imagens (Leica Q500MC) com 8 bits de imagens 
em escala de cinza (256 escalas de cinza: o valor 0 representa o preto ou branco e 
mais 255 cores). Uma edição binária foi utilizada para remover artefatos que não 
correspondem à área do vaso coronariano avaliado. As análises foram realizadas 
em lentes que permitem um aumento de 40 X, para que os vasos fossem claramente 
distinguidos. As mesmas condições de iluminação foram usadas em todas as 
medidas e a calibração do sistema foi realizada usando um micrômetro (Leitz) que 
permite a computação da área do objeto em unidade de µm2. A média foi obtida 
subtraindo-se a área total do vaso externa à lâmina elástica da área do lúmen. 
Somente um investigador realizou todas as medidas de ambos os grupos 
experimentais. 
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3.9 CULTURA DE CÉLULAS ENDOTELIAIS 
Foram utilizados porcos de sete a oito meses de idade obtidos do Serviço de 
Cirurgia Experimental do Centro de Pesquisa do Hospital La Paz (Madri, Espanha). 
Os porcos foram sacrificados com uma injeção letal de cloreto de potássio, depois 
de anestesiados com isoflurano inalatório, e os corações retirados e mantidos em 
solução salina estéril (NaCl 0,9 %) a 4º C até o momento da dissecção das artérias 
coronárias.  
As artérias coronárias esquerda e direita foram adequadamente dissecadas em 
Nutrient Mixture F-12-HAM contendo antibióticos e fungicidas para prevenir a 
contaminação. Após a retirada das artérias coronárias todo o tecido muscular 
cardíaco e adiposo foi retirado cuidadosamente utilizando pequenas tesouras em 
microscópio para dissecção para impedir a lesão da camada endotelial do vaso. 
Então, dentro de uma câmara de fluxo laminar, as artérias foram cortadas em 
fragmentos de 2 a 3 cm de longitude e abertas longitudinalmente. A face luminal foi 
colocada em contato com solução Nutrient Mixture F-12-HAM contendo 0,2 % de 
colagenase (Worthington Biochemical Corporation, Lakewood, NJ, USA) durante 5 
minutos a 37º C. Após esse curto período de digestão, as células endoteliais foram 
retiradas mecanicamente com o auxílio de uma pinça com pontas curvas e 
cultivadas em meio de cultura Iscove modified Dulbecco’s (Gibco, Invitrogen, 
Carlsbad, CA, USA) com 20 % de soro bovino fetal (FBS, Biological Industries, 
Kibbutz Beit Haemek, Israel) e antibióticos (penicilina 100 U/mL, estreptomicina 100 
µg/mL), em poços gelatinizados. As culturas celulares foram mantidas a 37º C em 
uma incubadora úmida e com 5 % de CO2 e o meio de cultura foi trocado a cada 2 a 
3 dias.  
Quando as células encontravam-se confluentes, ou seja, formavam uma 
monocamada uniforme de células elas eram incubadas com 0,1 % de tripsina e 0,1 
% de EDTA e, após se desprenderem do fundo dos poços de cultivo, 
ressuspendidas em meio de cultura mencionado anteriormente (DUFRESNE & 
WAROCQUIER-CLÉROUT, 2001). O objetivo desse procedimento é estimular o 
crescimento celular e aumentar a quantidade de células viáveis para o trabalho. 
Cada vez que as células eram expostas a solução de tripsina e EDTA (0,1 %) e 
ressuspendidas considerava-se aumento de uma passagem das células. As células 
recém explantadas das coronárias suínas constituíam células em passagem zero (0) 
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e a primeira vez que eram expostas a solução de tripsina + EDTA e ressuspendidas 
tornavam-se células em passagem um (1) e assim sucessivamente.  Foram 
utilizadas para o trabalho células até a passagem quatro (4). 
3.9.1 Caracterização 
O fenótipo das células endoteliais foi confirmado pela expressão do fator de Von 
Willebrand (vWF- diluição do anticorpo 1:100, Dako, Glostrup, Denmark), um 
marcador específico para células endoteliais.  Um anticorpo secundário adequado 
conjugado com fluoresceína isotiocianato (FITC) foi utilizado (diluição do anticorpo 
1:200). As células foram examinadas em um microscópio de fluorescência (Nikon 
Eclipse T300) e as imagens foram obtidas com uma câmera digital (Diagnostic 
Instruments, Inc.) (SERRANO et al., 2009). 
3.9.2 Produção de ânion superóxido  
As células endoteliais, quando confluentes, foram colocadas em jejum por 24 horas 
em solução Iscove modified Dulbecco´s contendo antibióticos  (penicilina 100 U/mL, 
estreptomicina 100 μg/mL)  e 5% de soro bovino fetal. Então, foram expostas ao 
HgCl2 (0,05; 0,5 e 5 µg/mL) e a H2O2 (100 µmol/L) por 24 horas. A incubação com 
H2O2 foi utilizada como controle positivo, já que sabidamente, o peróxido de 
hidrogênio é capaz de gerar espécies reativas de oxigênio (LI et al., 2001). Para 
verificar se a produção de ânion superóxido era modificada por antioxidantes, 
células foram incubadas com Tempol (10 μmol/L), Apocinina (300 μmol/L), Catalase 
(1000 U/mL) e Tiron (1 mmol/L) 30 minutos antes de serem expostas ao HgCl2 (5 
µg/mL). A produção de ânion superóxido (O2
.) em células endoteliais foi avaliada 
pela fluorescência emitida pelo dihidroetídeo (DHE) como previamente descrito 
(JIMÉNEZ-ALTAYÓ et al., 2006). A hidroetidina, na presença de O2
-, é oxidada em 
brometo de etídio, que se une ao DNA emitindo fluorescência, o que indica a 
presença de ânion superóxido. O brometo de etídio é excitado a 546 nm e possui um 
espectro de emissão de 610 nm. As células foram examinadas em um microscópio 
de fluorescência (Nikon Eclipse T300) e as imagens foram obtidas com uma câmera 
digital (Diagnostic Instruments, Inc.). As imagens foram processadas usando o 
programa para análise e quantificação de fluorescência (Metamorph 7.1.0.0). 
 
_____________________________________________________ MATERIAIS E MÉTODOS  80 
 
3.9.3 Expressão protéica da isoforma endotelial da sintase do óxido nítrico 
(eNOS).   
A expressão protéica da eNOS foi medida em células primariamente isoladas de 
coronárias suínas (entre os passes 2 e 4) após a exposição a diferentes 
concentrações de HgCl2. As células endoteliais, quando confluentes, foram 
colocadas em jejum por 24 horas em solução Iscove modified Dulbecco´s contendo 
antibióticos  (penicilina 100 U/mL, estreptomicina 100 μg/mL)  e 5% de soro bovino 
fetal. Então, foram expostas ao HgCl2 (0,05 e 5 µg/mL) por 24 horas. As células não 
tratadas com foram utilizadas como controle. Após o tratamento, o sobrenadante foi 
coletado para medida de nitritos e as células foram lavadas com solução de PBS fria 
(4º C) coletadas e lisadas utilizando tampão RIPA contendo um coquetel de 
inibidores de proteases (Complete C, Roche, Barcelona, Espanha). A concentração 
de proteína foi medida no lisado de células pelo método de Bradford (1976). Para a 
realização da medida protéica, um total de 40 mg de proteína de cada amostra 
foram submetidas a uma eletroforese com 7,5 % SDS-PAGE em um sistema Mini-
Protean II (BioRad) durante 2 horas e transferidas para uma membrana de polivinil 
difluorida (Amersham International plc, Little Chalfont, UK). As membranas foram 
incubadas durante 60 minutos, à temperatura ambiente, com uma solução 
bloqueante (leite desnatado 5 %, soroalbumina bovina 5 %, Tris- 25 mM, NaCl 137 
mM e Tween 20 0,2 %) para evitar a união não específica com reativos não 
imunológicos. Em seguida estas mesmas membranas foram incubadas sob agitação 
com solução bloqueante contendo o anticorpo primário monoclonal de camundongo 
para a eNOS (1:1000, BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Após este 
procedimento, as membranas foram lavadas com solução de TBS-T (Tris 10 mM, 
NaCl 100 mM e Tween 20 0,1 %) por 30 minutos, sob agitação. Depois de lavar a 
membrana para remover o anticorpo não ligado, a mesma foi exposta ao anticorpo 
secundário anti-camundongo conjugado a horseadish peroxidase (1:5000, 
StressGen, Ann Arbor, MI, USA), direcionado a porções espécies-específicas do 
anticorpo primário.  A proteína correspondente a eNOS foi detectada por uma 
reação de quimiluminescência, utilizando um sistema de detecção (ECL Plus, 
Amersham Life Science). As membranas foram colocadas em contato com um filme 
fotográfico (X-ray AX film - Konica Minolta) e posteriormente reveladas. As bandas 
das proteínas foram quantificadas mediante análise densitométrica. Os blots 
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imunológicos foram quantificados utilizando o programa de computador National 
Institutes of Health Image V1.56. Este mesmo processo foi utilizado para determinar 
a expressão da α-actina (anticorpo monoclonal de camundongo anti-β-actina, 1:200 
000, Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA) que foi utilizado como fator de 
correção da expressão protéica investigada. 
3.9.4 Produção de nitritos e nitratos em meio de cultivo de células endoteliais. 
As células endoteliais cresceram em placas com 6 poços e quando confluentes 
foram mantidas por 24 horas em solução Iscove- modified Dulbecco`s culture 
medium contendo 5% de soro bovino fetal e antibióticos. Após esse período, as 
células foram expostas por 24 horas ao HgCl2  (0,05; 0,5 e 5 µg/mL). 
Com a finalidade de verificar se a presença de espécies reativas de oxigênio altera o 
conteúdo de nitritos e nitratos em sobrenadante de células endoteliais, as células 
foram incubadas, 30 minutos antes da exposição a 5 µg/mL de HgCl2, com 
Apocinina (300 µmol/L) e tiron (1 mmol/L).  
Finalmente, as células tratadas foram incubadas com bradicinina (1µmol/L) trinta 
minutos antes de se coletar o sobrenadante. O sobrenadante foi coletado para a 
medida direta de nitritos e nitratos. Após essa coleta, as células foram lavadas e 
coletadas utilizando tampão RIPA (FURIERIa et al., 2011). 
A produção de NO foi determinada, indiretamente, pela medida do conteúdo de 
nitritos. As amostras (225 µL de cada amostra) foram colocadas em uma placa de 96 
poços e a conversão de nitratos em nitritos foi realizada com a adição de cloreto de 
vanádio (III) 8 mg/mL em cada poço. Então, 75 µL do reagente de Griess 
(sulfanilamida (2 %) e N-(1 Naphthyl)ethylenediamina dihidrocloridrato (0.1 %)) foram 
rapidamente adicionados em cada poço. A absorbância a 540 nm foi mensurada 
usando um espectrofotômetro após 30 minutos de incubação. A concentração de 
nitritos foi determinada utilizando a curva de calibração padrão de nitrito de sódio. As 
concentrações de nitritos foram corrigidas pela concentração de proteína em cada 
poço medida pelo método de Lowry e utilizando o BSA como padrão. Os dados 
estão expressos como µg/mg de proteína. 
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3.10 CORAÇÕES ISOLADOS  
Após o término do tratamento crônico, os animais foram anestesiados com uretana 
sódica (1,2 g / kg) e uma injeção de heparina sódica (40 U) foi realizada para evitar a 
formação de coágulos sanguíneos durante a manipulação dos corações. Depois de 
anestesiados, os ratos foram sacrificados por deslocamento cervical, o tórax aberto 
e o coração exposto. As artérias derivadas do arco aórtico foram amarradas com fio 
de algodão. O coração foi retirado e perfundido retrogadamente através da aorta 
com solução Krebs-Henseleit (em mM): NaCl: 120, KCl: 5.4, MgCl2:1.2, CaCl2: 1.25, 
NaH2PO4: 2, Na2SO4: 1,2, NaHCO3: 24, glicose: 11; pH 7,4 e 34º C e gaseificada 
com mistura carbogênica (5 % CO2 e 95 % O2) através do coto aórtico com fluxo 
constante de 10 mL/min, de acordo com a técnica de Langendorff (SKRZYPIEC-
SPRING et al., 2007). Um transdutor de pressão (TSD 104A- conectado a um 
sistema Biopac MP-100) ligado ao sistema de perfusão foi utilizado para medida e 
acompanhamento da pressão de perfusão coronariana (PPC). A pressão 
coronariana é igual ao produto da resistência coronariana pelo fluxo. Como o fluxo é 
mantido constante, mudanças na pressão coronariana retratam alterações na 
resistência da circulação coronariana. 
O átrio direito (AD) foi retirado visando a remoção do nódulo sinoatrial, e a 
frequência de estimulação elétrica foi fixada em 200 bpm através de dois eletrodos 
(Ag/AgCl) colocados em contato com o meio contendo a solução nutridora 
previamente citada. Os pulsos elétricos eram retangulares, com intensidade de 10 V 
e com duração de 10 a 12 ms. Os dados de freqüência cardíaca foram obtidos 
indireta e concomitantemente a partir dos registros de pressão sistólica 
isovolumétrica do VE (PSIVE). 
O átrio esquerdo foi aberto e um balão de látex inflável, conectado a um transdutor 
de pressão (TSD 104A- conectado a um sistema Biopac MP-100) foi introduzido na 
cavidade ventricular esquerda para controle e medida da pressão diastólica 
isovolumétrica (PDIVE) e mensuração da PSIVE. O transdutor era mantido 
conectado a um sistema de aquisição de dados (MP 100 Biopac Systems: Inc; CA) e 
esses registrados em computador pelo software Biopac Student Lab utilizando taxa 
de amostragem de 2000 amostras / segundo. A pressão sistólica isovolumétrica 
desenvolvida do VE representa a diferença entre pressão sistólica isovolumétrica e 
pressão diastólica isovolumétrica desta cavidade ventricular 
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A pressão diastólica isovolumétrica do ventrículo esquerdo foi fixada em 5 mmHg, 
através da inflação do balão de látex contido na cavidade ventricular,  e a 
preparação mantida por um período de estabilização de 20 minutos.  
Após o período de estabilização e também após 15, 30, 45 e 60 minutos de perfusão 
com solução de Krebs Henseleit contendo o inibidor não seletivo da sintase do NO, 
L-NAME (100 μmol/L) foram realizadas medidas da FC, PPC, PDIVE e PSIVE. 
Em corações de ratos dos grupos Controle e Mercúrio foi avaliada a resposta ao 
aumento da pressão diastólica isovolumétrica do ventrículo esquerdo antes e 60 
minutos depois da perfusão com L-NAME (100 μmol/L).  
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3.11 ANÁLISE MORFOMÉTRICA DOS MIÓCITOS E QUANTIFICAÇÃO DE 
COLÁGENO DE CORAÇÕES DE RATOS EXPOSTOS OU NÃO AO HgCl2. 
No presente trabalho duas diferentes quantificações foram realizadas para avaliar se 
o tratamento alterou a estrutura cardíaca. Primeiramente, foi investigado se o 
tratamento modificou o tamanho ou morfologia dos miócitos cardíacos. 
Posteriormente, investigamos se houve alguma variação no conteúdo de colágeno.     
3.11.1 Morfometria dos cardiomiócitos.  
Para avaliar se o tratamento com HgCl2 altera o tamanho dos miócitos cardíacos, um 
total de 8 animais de cada grupo experimental foram analisados. O tecido ventricular 
foi fixado em solução de formoldeído 4 % tamponado com sódio. As amostras foram 
desidratadas e inseridas em parafina. O tecido em parafina foi cortado em secções 
de 4 µm e então coradas com tricrômio de Masson. Três secções de cada animal 
foram observados e analisados individualmente usando uma câmera monocromática 
de alta resolução CCD (Sony XC-75CE) conectada a um microscópio (Leica DMRB). 
A análise morfométrica foi realizada usando um sistema de análise de imagens 
(Leica Q500MC) com 8 bits de imagens em escala de cinza (256 escalas de cinza: o 
0 representa o preto ou branco e mais 255 cores). Uma edição binária foi utilizada 
para remover artefatos que não correspondem ao corpo celular do cardiomiócito 
avaliado. As análises de todos os cardiomiócitos (60 a 80 por animal) foram 
realizadas em lentes que permitem um aumento de 40 X, que permite a clara 
visualização dos núcleos celulares. As mesmas condições de iluminação foram 
usadas em todas as medidas e a calibração do sistema foi realizada usando um 
micrômetro (Leitz) que permite a computação da área do objeto em unidade de µm2. 
Somente um investigador realizou todas as medidas de ambos os grupos 
experimentais. 
 
3.11.2 Quantificação do colágeno cardíaco. 
Para avaliar o conteúdo de colágeno usamos o corante Picrius Sirius vermelho. Essa 
técnica é amplamente utilizada para medida de colágeno em diferentes tecidos. O 
tecido ventricular foi fixado em solução de formoldeído 4 % tamponado com sódio. 
As amostras foram desidratadas e inseridas em parafina. O tecido em parafina foi 
cortado em secções de 4 µm e então coradas com 0,5 % Sirius Red F3BA (Aldrich 
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Chemical Company). A quantificação do colágeno no ventrículo esquerdo foi 
realizada usando um sistema de análise de imagens (LEICA 500YW, Cambridge, 
UK). Os dados estão expressos como porcentagem da área total estudada. Somente 
um investigador realizou todas as medidas de ambos os grupos experimentais. 
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3.12 QUANTIFICAÇÃO DE PROTEÍNAS REGULADORAS DO MOVIMENTO DO 
CÁLCIO MIOCÁRDICO 
Para avaliar se o tratamento altera a expressão de proteínas envolvidas com o 
movimento de cálcio miocárdico avaliamos, por meio da técnica de Western Blot, a 
expressão as seguintes proteínas: Ca2+- ATPase do retículo sarcoplasmático 
(SERCA-2a); fosfolambam (PLB); fosfolambam fosforilado na serina-16 (fosfo-Ser16-
PLB); trocador sódio/cálcio (NCX); e as subunidades α-1 e α-2 da Na+-K+- ATPase 
(NKA). Após os experimentos em corações isolados utilizando a técnica de 
Langendorff, os corações foram congelados em nitrogênio líquido e mantidos a -80º 
C até o momento de processamento das amostras para quantificação das proteínas.  
Os corações foram homogeneizados a 4º C, utilizando tampão de homogeneização 
constituído de : Tris- HCl (10 mM, pH 7,4); NaVO3 (1 mM); SDS, 1 %; DTT (0,5 mM); 
EDTA (5 mM , pH 8); PMSF (1 mM); NaF (10 mM) e inibidor de protease. 
Após a homogeneização as amostras foram centrifugadas (Eppendorf-Neitheir- Hinz, 
Gmbh22331, Alemanha) a 4°C a 12.000 rpm durante 20 minutos. O sobrenadante foi 
recolhido para utilização. O total de proteína presente no sobrenadante foi 
quantificado utilizando o método de Bradford (1976) através de espectrofotometria 
(Fotômetro Bioquímica, Bio 2000, Brasil). As alíquotas contendo quantidade 
específica de proteína (50 µg para PLB, PLB- phospho-Ser16 e 100 µg for SERCA, 
NCX, α-1, α-2 NKA) foram diluídas  em solução de Laemmli (Uréia 0,5 mM; SDS 
0,17 mM; DTT 39 μM; Tris-HCl 0,01 M pH=8 e azul de bromofenol 0,5 %). As 
amostras foram centrifugadas e mantidas à 95 ºC por 4 minutos. 
As amostras foram carregadas em gel SDS-poliacrilamida a 10 % (acrilamida 40 %; 
Tris HCl 1,5 M pH = 8,8; SDS 10 %; persulfato amônico –APS- 10 % e Temed). As 
amostras para medida de proteínas de menor peso molecular (PLB e PLBser-16) 
foram carregadas em gel SDS- poliacrilamida a 15 %. Os géis encontravam-se 
imersos em uma cuba contendo tampão de eletroforese (Tris-HCl 25 mM, glicina 190 
mM, SDS 0,1 %) a 4º C.  As amostras foram submetidas a uma eletroforese em um 
sistema Mini-Protean II (BioRad) durante 2 horas, aplicando uma corrente constante 
de 80 V (PowerPacTM HC, BioRad, Singapura). Isto promoveu a separação das 
proteínas no gel de acordo com seu peso molecular. 
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Após o término da eletroforese as proteínas foram transferidas do gel para uma 
membrana de nitrocelulose (Amersham, GE Healthcare, UK) previamente ativada 
com água durante 20 segundos. Para a transferência, o papel Whatman, a 
membrana e o gel foram montados em um sistema de sanduíche banhados por uma 
solução tampão de transferência (Tris-HCl 25 mM, glicina 190 mM, metanol 20 % e 
SDS 0,1 %) à 4 °C por uma hora usando uma corrente de 25 V em um “Semi-dry” 
(Trans-Blot SD Cell, Bio-Rad, U.S.A.). 
Após a transferência das proteínas, as membranas foram bloqueadas por 2 horas, à 
temperatura ambiente, com solução de bloqueio (leite desnatado 5 %, Tris-HCl 10 
mM, NaCl 100 mM, tween 20 à 0,1 %, pH 7,5) para evitar a união inespecífica com 
reativos não imunológicos. Em seguida, as membranas foram incubadas com 
anticorpo primário durante toda noite a 4º C, sob agitação, com os seguintes 
anticorpos primários diluídos em uma solução a 5 % de albumina com tampão TBS-
T (Tris-HCl 10 mM, NaCl 100 mM, Tween 20 0,1 %, pH 7,5): 
 SERCA-2a: anticorpos monoclonais de camundongo anti-SERCA-2a ATPase, 
1:500, Affinity BioReagents, CO, USA.   
 PLB: anticorpo monoclonal de camundongo anti-PLB, 2 µg/mL, Affinity 
BioReagents, CO, USA.  
 fosfo-Ser16-PLB: anticorpo policlonal de coelho anti-fosfo-Ser16-PLB, 1:5000, 
Badrilla, West Yorkshire, UK.  
 NCX: anticorpos monoclonais de camundongo anti-NCX, 1:200, Abcam 
Cambridge, MA, USA.  
 α-1 NKA: anticorpo monoclonal de camundongo anti-α-1 NKA, 1:1000, 
Upstate, Billerica, MA, USA.  
 α-2 NKA: anticorpo policlonal de coelho anti-α-2 NKA, 1:1000, Upstate, 
Billerica, MA, USA. 
 GAPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase): anticorpo monoclonal 
de rato anti-GAPDH, 1:5000, Abcam Cambridge MA, USA. Usado para corrigir 
a expressão das proteínas estudadas. 
Em seguida as mesmas foram lavadas 3 vezes, durante 10 minutos cada lavagem 
com TBS-T e incubadas por 2 horas com os respectivos anticorpos secundários 
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(anti-coelho ou anti- camundongo 1:5000, StressGen, Victoria, Canada) conjugados 
à peroxidase. Após a incubação com o anticorpo secundário, as membranas foram 
novamente lavadas por 30 minutos para remoção do excesso de anticorpo 
secundário com a solução TBS-T e por mais 30 minutos com a mesma solução sem 
tween 20.  
As proteínas correspondentes foram detectadas por uma reação de 
quimioluminescência por meio da exposição da membrana, durante 5 minutos, a um 
sistema de detecção (ECL Plus, AmershamTM, GE Healthcare, UK). Em seguida, as 
membranas foram colocadas em contato com um filme fotográfico (Hyperfilm, 
AmershamTM, UK), sendo as bandas impregnadas posteriormente reveladas e 
escaneadas. As proteínas foram quantificadas pelo número  de pixels pelo sistema 
ImageJ, fornecido gratuitamente pela NIH (National Institutes of Health Image V1.56, 
EUA) via internet. O gliceroldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) foi utilizado 
como normalizador.  
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3.13 EXPRESSÃO DOS RESULTADOS E ANÁLISE ESTATÍSTICA 
Os resultados estão expressos como média ± erro padrão da média. Os valores de 
“n” representam o número de animais ou unidades experimentais utilizados em cada 
protocolo experimental, como ocorre nos experimentos de células endoteliais. 
Nos experimentos de reatividade vascular, a tensão ativa a qual o vaso foi 
submetido após exposição a alta concentração de KCl foi calculada pela mudança 
produzida na força da parede do vaso dividido por duas vezes o comprimento do 
segmento arterial. 
A resposta vasoconstritora induzida pela 5-HT foi normalizada em função da 
resposta máxima de contração induzida por 120 mM de KCl, que foi considerada 
como 100% da resposta contrátil do músculo. A partir deste valor, as respostas 
contráteis à 5-HT foram normalizadas. Os resultados das respostas de relaxamento 
induzido pela acetilcolina e DEA-NO estão expressos como porcentagem de 
relaxamento relacionada à contração previamente obtida utilizando a 5-HT. Para 
cada curva concentração-resposta a acetilcolina e 5-HT foram calculados os valores 
de pD2 (log EC50) e resposta máxima (Rmáx). Para isso, foi realizada uma análise 
de regressão não linear, obtida através da análise das curvas concentração-resposta 
a esses agonistas, utilizando o GraphPad Prism Software (San Diego, CA, U.S.A.). 
Com a finalidade de comparar a magnitude de efeito dos fármacos sobre a resposta 
contrátil à 5-HT e à acetilcolina em artérias dos diferentes grupos estudados, alguns 
resultados estão expressos como diferença da área abaixo da curva (dAUC) de 
concentração-resposta à 5-HT ou à acetilcolina em situação controle (sem fármacos) 
e experimental (com inibidores). A AUC foi calculada para cada curva concentração-
resposta e a diferença está expressa como porcentagem da diferença da AUC 
(dAUC) da curva controle correspondente (GraphPad Prism Software, San Diego, 
CA, EUA). 
A análise estatística dos resultados foi realizada por teste t, pareado e/ ou não 
pareado para comparação de médias, e análise de variância (ANOVA), duas vias, 
medidas repetidas ou completamente randomizada. Em caso de significância foi 
adotado o post-hoc de Tukey (seguido de ANOVA 1 via) ou Bonferroni (seguido de 
ANOVA 2 vias) para comparação das médias individuais (GraphPad Prism Software, 
San Diego, CA, EUA). 
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A expressão protéica de eNOS foi expressa pela relação entre a densidade óptica 
da proteína em relação a β-actina. Em corações, a expressão das proteínas 
relacionadas com o ciclo de cálcio (SERCA, PLB, fosfo-Ser16-PLB, NCX, isoformas 
α-1 e α-2 da NKA) foi expressa como a razão entre a quantidade de proteína obtida 
por análise densitométrica e a expressão da GAPDH.  
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3.14 FÁRMACOS E REAGENTES 
 
- 2-Hidroxietilmercaptano (β-mercaptoetanol) (Sigma) 
- 3`, 3”, 5`, 5”-Tetrabromofenolsulfoneftaleína, sal sódico (Azul de Bromofenol) 
- 4,5-diaminofluoresceina (DAF) (Sigma) 
- 5- Hidroxitriptamina, serotonina (5-HT) (Sigma)   
- Acetilcolina, cloridrato (Sigma) 
- Ácido acético glacial (Probus) 
- Ácido aminoacético (Glicina) (Sigma) 
- Ácido bórico (Sigma) 
- Ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) (Sigma) 
- Ácido hidroxietilpiperazina etanosulfônico (HEPES) (Sigma) 
- Ácido orto-fosforico (Merck) 
- Ácido tiobarbitúrico (Sigma) 
- Ácido tricloroacético (TCA) (Merck) 
- Albumina bovina (Sigma) 
- Anticorpo específico para fator de Von Willebrand (vWF- diluição do anticorpo 
1:100, Dako, Glostrup, Denmark), 
- Anticorpo produzido em camundongo para a eNOS (BD Biosciences).  
- Anticorpo produzido em camundongo para fosfolambam (Affinity BioReagents) 
- Anticorpo produzido em camundongo para NCX (Abcam) 
- Anticorpo produzido em camundongo para SERCA-2 (Affinity BioReagents) 
- Anticorpo produzido em camundongo para α-1 NKA (Millipore) 
- Anticorpo produzido em camundongo para α-2 NKA (Millipore) 
- Anticorpo produzido em coelho para fosfolambam fosforilado na serina 16 (Badrilla) 
- Anticorpo produzido em rato para GAPDH (Abcam) 
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- Anticorpo secundário conjugado com fluoresceína isotiocianato (FITC)  
- Apocinina (APO) (Sigma) 
- Azul brilhante de coomassie G (Sigma, BioRad) 
- Azul brilhante de Coomassie R (Sigma) 
- Azul de bromofenol (Sigma) 
- Bicarbonato de sódio (Pancreac) 
- Catalase (1000 U/mL)  
- Cloreto de cálcio (Pancreac) 
- Cloreto de cálcio dihidratado - CaCl2. 2H2O (Merck) 
- Cloreto de magnésio (Merck) 
- Cloreto de Mercúrio (Sigma) 
- Cloreto de potássio (Merck, Pancreac) 
- Cloreto de sódio (Merck, Pancreac) 
- Cloreto de vanádio (III) (Sigma) 
- Colagenase (Worthington Biochemical Corporation)  
- Complete C (Roche) 
- Diethylamine NONOate (DEA-NO) (Sigma) 
- Dihidroetídeo (DHE) (Sigma) 
- Diidrogenofosfato de amônio (NH4H2PO4) (VETEC) 
- DL-Ditiotreitol (DTT) (Sigma) 
- Dodecil sulfato sódico (SDS) (Sigma) 
- Estreptomicina (Sigma) 
- Etanol absoluto (Probus, Sigma) 
- Éter sulfúrico (Pancreac) 
- Fenilefrina, hidrocloridrato (Sigma) 
- Fosfato de potássio (Pancreac) 
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- Fosfato de sódio (Merck) 
- Gelatina 
- Glicerol (Sigma) 
- Glicose (Merck) 
- Heparina (Roche) 
- Hidróxido de sódio (Sigma) 
- Hip-His-Leu (Sigma) 
- His-Leu (Sigma) 
- Indometacina (Sigma) 
- Lauril sulfato sódico (SDS) (BioRad) 
- Leite desnatado (Nestlé) 
- Lucigenina (Sigma) 
- Meio de cultura Iscove modified Dulbecco’s (Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)  
- Meio de imersão Fluoroguard, Glycerol: antifade (Biorad) 
- Metanol (Sigma, Merck) 
- N-(1 Naphthyl)ethylenediamina dihidrocloridrato (Sigma) 
- N(W)-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME), dicloridrato (Sigma) 
- N, N, N`, N`-tetrametil-etilenodiamina (Temed) (Sigma) 
- N, N`-Metilenbisacrilamida 40% Solução 37, 5:1 (Acrilamida) (BioRad) 
- Nitrato de magnésio Mg(NO3)2 (VETEC) 
- Nutrient Mixture F-12-HAM  
- O-phataldialdeído (OPA) (Sigma) 
- Parafina 
- Paraformaldeído (Merck) 
- Penicilina (Sigma) 
- Peróxido de hidrogênio (H2O2) (Sigma) 
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- Persulfato Amônico (APS) (Sigma) 
- Picro Sirius F3B em solução saturada de ácido pícrico (Aldrich Chemical Company) 
- Polioxietileno sorbitam monolaurato (Tween 20) (BioRad) 
- Primers (Assays-on-Demand™ deTaqMan™- Applied Biosystems) - NOX-1 (Rn 
00586652_m1), NOX-4 (Rn 00585380_m1), SOD-1 (Rn00566938_m1), SOD-2 
(Rn00566942_g1) e 18S rRNA (4319413E). 
- Reagente para detecção de Western Blot (ECL plus) (Amersham Life Science, 
Pharmacia biotech) 
- Sacarose (Merck) 
- Soro bovino fetal (Biological Industries, Kibbutz Beit Haemek, Israel) 
- Sulfanilamida (Sigma) 
- Sulfato de magnésio heptahidratado (Merck) 
- Superóxido Dismutase (SOD) (Sigma) 
- Taqman Gene Expression Assays (Applied Biosystems)  
- TaqMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems) 
- Tempol - 4-hidroxi-2,2,6,6-terametilpiperidina-1-oxil (Sigma) 
- Tetraetilamônio, cloridrato (TEA) (Sigma) 
- Tranilcipromina (TCP – Sigma) 
- Tripsina (Sigma) 
- Tricrômio de Masson (Sigma) 
- Tris (hidroximetil)-aminometano (Tris) (BioRad) 
- Tris-HCl (Sigma) 
- Tiron - ácido disulfônico 4,5-dihidroxi-1,3-benzeno (Sigma) 
- Triton X-100 (Sigma) 
- TRIzol (Invitrogen Life Technologies, Philadelphia, PA) 
- Uréia (Sigma) 
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4 RESULTADOS 
4.1 REATIVIDADE VASCULAR DE ARTÉRIAS CORONÁRIAS  
4.1.1 Efeitos da exposição crônica ao HgCl2 sobre a resposta contrátil ao 
cloreto de potássio (KCl 120 mmol/L) em artérias coronárias de ratos. 
Com a finalidade de verificar a capacidade contrátil das artérias utilizadas, todos os 
segmentos arteriais, após procedimento de normalização, eram expostos a solução 
rica em KCl (120 mmol/L). A contração máxima arterial, estimulada por alta 
concentração de KCl de cada artéria é um importante dado, já que todas as 
contrações aos fármacos são expressos como porcentagem da contração máxima 
induzida pelo KCl.  
Adicionalmente, diferenças na contração ao KCl nos grupos experimentais podem 
ser um indicativo de lesão/alteração do músculo liso vascular. No entanto, a 
exposição a baixa concentração de HgCl2 durante 30 dias não alterou a resposta ao 
KCl, ou seja, o tratamento não prejudicou a capacidade contrátil do músculo liso 
vascular, já que a resposta máxima das artérias do grupo Controle são semelhantes 
à resposta máxima das artérias do grupo HgCl2 (Figura 11). A resposta máxima é 
expressa como contração máxima ao KCl em mN corrigido pelo comprimento da 
artéria em mm. As artérias utilizadas também possuíam diâmetros semelhantes 
entre os grupos experimentais (Figura 11A). 
Todas as artérias utilizadas no presente estudo possuíam relaxamento dependente 
do endotélio igual ou superior a 50 % após pré-contração com 5-HT (concentração 
suficiente para produzir 50 % da contração máxima ao KCl). Ainda, as 
concentrações de 5-HT necessárias para produzir 50% da contração máxima ao KCl 















































Figura 11: A- Diâmetro arterial e B- resposta máxima contrátil induzida por 120 mM de KCl em 
segmentos de artérias coronárias de ratos dos grupos Controle e HgCl2. Os resultados (Média ± 
EPM) estão expressos como resposta contrátil induzida por 120 mmol/L de KCl corrigido pela 
longitude de cada segmento em mm. O número de animais usados está indicado entre parênteses. 
 
Tabela 1: Concentração de 5-HT necessária para produzir aproximadamente 50% 
da contração máxima induzida por 120 mM de KCl em artérias coronárias de ratos 
expostos ou não ao HgCl2.  
 Controle (n=19) HgCl2 (n=19) 
Concentrações de 
5-HT (em µmol/L) 
3,05 ± 0,59  
 
3,31 ± 0,70 µmol/L 
 
Valores expressos em média ± EPM. 
 
4.1.2 Efeitos da exposição crônica ao HgCl2 sobre a resposta contrátil a 5-
hidroxitriptamina (5-HT) em artérias coronárias de ratos. 
A administração de 5-HT aumentou, de maneira concentração-dependente o tônus 
basal dos segmentos de artérias coronárias de animais expostos ou não ao HgCl2 
(Figura 12). No entanto, a resposta contrátil produzida pela 5-HT foi diferente entre 
os grupos. As artérias coronárias de ratos expostos ao HgCl2 contraem mais do que 
aquelas retiradas de ratos Wistar expostos somente a salina. A resposta foi diferente 
em várias concentrações (30 µmol/L a 100 µmol/L) e também quando avaliamos a 
resposta máxima (Tabela 2). Porém, a sensibilidade, avaliada por meio do EC50, ao 
fármaco não foi diferente nos grupos estudados (Tabela 2).  
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Figura 12: A- Resposta contrátil induzida pela serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) em segmentos 
de artérias coronárias de ratos dos grupos Controle e HgCl2. Os resultados (Média ± EPM) estão 
expressos como porcentagem da contração induzida por 120 mM de KCl. ANOVA duas vias seguida 
de post hoc de Bonferroni. *p<0,05 vs Controle. O número de animais usados está indicado entre 
parênteses.  
 
Tabela 2: Valores de EC 50 (5-HT log [mol/L]) e Rmáx (% da contração a 120 mmol/L 
de KCl) obtidos através das curvas concentração resposta a 5-HT em artérias 
coronárias de ratos expostos ou não ao HgCl2. 
 Controle  HgCl2 
 n log EC 50 Rmáx (%)  n log EC 50 Rmáx (%) 
Contração à 
5-HT 
19 5,55 ± 0,09 69,7 ± 4,1 
 
17 5,62 ± 0,07 101,2 ± 4,5* 
Valores expressos em média ± EPM. Teste t de Student para comparação das médias. *p< 0,05 vs 
Controle. 
 
4.1.3 Participação do óxido nítrico sobre a resposta contrátil a 5-
hidroxitriptamina (5-HT) em artérias coronárias de ratos. 
Para entender de que maneira o tratamento durante 30 dias com HgCl2 afetou a 
resposta contrátil de artérias coronárias, utilizamos o L-NAME, um inibidor não 
seletivo da sintase do NO. Ao avaliar a participação da via do NO sobre a resposta 
contrátil a 5-HT em artérias do grupo Controle e Mercúrio, observamos que o L-
NAME aumentou a resposta contrátil em artérias coronárias do grupo Controle 
enquanto esse aumento no grupo Mercúrio foi muito menor (Figura 13A e 13B). No 
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grupo Controle houve diferença na resposta máxima e na sensibilidade (Rmáx e 
EC50- Tabela 3), assim como em várias concentrações de 5-HT. 
A diferença da participação da via do NO nos dois grupos estudados pode ser 
claramente observada na diferença de área abaixo da curva (Figura 13C). 

































































Figura 13: Efeito do L-NAME (100 µM), inibidor inespecífico da sintase do óxido nítrico, sobre a 
resposta contrátil induzida pela serotonina (5-HT) em segmentos de artérias coronárias de ratos dos 
grupos Controle (A) e HgCl2 (B). Diferença percentual de área abaixo da curva nos dois grupos 
experimentais (C). Os resultados (Média ± EPM) estão expressos como porcentagem da contração 
induzida por 120 mM de KCl. ANOVA duas vias seguida de post hoc de Bonferroni e teste t de 
Student para comparação de médias. *p<0,05 vs situação controle (sem fármaco). O número de 
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Tabela 3: Valores de EC 50 (5-HT log [mol/L]) e Rmáx (% da contração a 120 mmol/L 
de KCl) obtidos através das curvas concentração resposta a 5-HT na presença de L-
NAME em artérias coronárias de ratos expostos ou não ao HgCl2. 
 Controle  HgCl2 
 n log EC 50 Rmáx (%)  n log EC 50 Rmáx (%) 
Controle 7 5,60 ± 0.14 71,9 ± 6.4  9 5,57 ± 0.09 99,2 ± 5.7 
L-NAME 7 5,99 ± 0,11* 117 ± 6,6*  9 5,84 ± 0,07* 108 ± 4,3 
Valores expressos em média ± EPM. Teste t de Student para comparação das médias. *p< 0,05 vs 
Controle. 
 
4.1.4 Participação de espécies reativas de oxigênio sobre a resposta contrátil a 
5-hidroxitriptamina (5-HT) em artérias coronárias de ratos. 
Sabemos que o aumento da produção de espécies reativas de oxigênio leva à 
redução da biodisponibilidade do NO e, assim, aumento da contração vascular. Por 
isso, para elucidar a maneira pela qual o tratamento com HgCl2 modifica a resposta 
contrátil foi necessário entender a participação das espécies reativas de oxigênio 
nesse modelo experimental. Ao expor, por 30 minutos, as artérias ao tiron (“varredor” 
não enzimático de ânion superóxido) observamos que em artérias do grupo Controle 
esse fármaco não alterou a contração após adição de concentrações crescentes de 
5-HT. Já no grupo HgCl2 a retirada do ânion superóxido, sem produção 
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Figura 14: Efeito do tiron (1mM), varredor não enzimático de ânion superóxido, sobre a resposta 
contrátil induzida pela serotonina (5-HT) em segmentos de artérias coronárias de ratos dos grupos 
Controle (A) e HgCl2 (B). Os resultados (Média ± EPM) estão expressos como porcentagem da 
contração induzida por 120 mM de KCl. ANOVA duas vias seguida de post hoc de Bonferroni.  O 
número de animais usados está indicado entre parênteses. 
 
Tabela 4: Valores de EC 50 (5-HT log [mol/L]) e Rmáx (% da contração a 120 mmol/L 
de KCl) obtidos através das curvas concentração resposta a 5-HT na presença de 
tiron em artérias coronárias de ratos expostos ou não ao HgCl2. 
 Controle  HgCl2 
 n log EC 50 Rmáx (%)  n log EC 50 Rmáx (%) 
Controle 5 5,66 ± 0,15 85,5 ± 7,9  9 5,71 ± 0,09 109,3 ± 6,1 
tiron 5 5,81 ± 0,06 93,4 ± 3,4  9 5,61 ± 0,10 84,5 ± 5,4* 
Valores expressos em média ± EPM. Teste t de Student para comparação das médias. *p< 0,05 vs 
Controle. 
 
A superóxido dismutase é uma enzima que catalisa a dismutação do superóxido em 
oxigênio e peróxido de hidrogênio e é o principal antioxidante endógeno vascular 
(MCCORD  & FRIDOVICH, 1988). Assim, a utilização da SOD é uma maneira de 
avaliar a participação do ânion superóxido, mas com produção de H2O2, um produto 
também vasoativo. Em artérias do grupo Controle a incubação com SOD não alterou 
a resposta contrátil, mas em artérias coronárias do grupo Mercúrio a SOD reduziu 
muito a contração dessas artérias (Figura 15). 
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Figura 15: Efeito da superóxido dismutase - SOD (150 U/mL) sobre a resposta contrátil induzida pela 
serotonina (5-HT) em segmentos de artérias coronárias de ratos dos grupos Controle (A) e HgCl2 (B). 
Os resultados (Média ± EPM) estão expressos como porcentagem da contração induzida por 120 mM 
de KCl. ANOVA duas vias seguida de post hoc de Bonferroni. *p<0,05 vs situação controle (sem 
fármaco).  O número de animais usados está indicado entre parênteses. 
 
Tabela 5: Valores de EC 50 (5-HT log [mol/L]) e Rmáx (% da contração a 120 mmol/L 
de KCl) obtidos através das curvas concentração resposta a 5-HT na presença de 
SOD em artérias coronárias de ratos expostos ou não ao HgCl2. 
 Controle  HgCl2 
 n log EC 50 Rmáx (%)  n log EC 50 Rmáx (%) 
Controle 7 5,42 ± 0,13 67,9 ± 5,9  9 5,55 ± 0,09 93,6 ± 5,8 
SOD 7 5,50 ± 0,19 80,4 ± 10,1  9 5,42 ± 0,20 58,1 ± 8,1* 
Valores expressos em média ± EPM. Teste t de Student para comparação das médias. *p< 0,05 vs 
Controle. 
 
4.1.5 Participação de prostanóides derivados da via do ácido araquidônico e 
ciclooxigenase (AA-COX) sobre a resposta contrátil a 5-hidroxitriptamina (5-
HT) em artérias coronárias de ratos. 
O tromboxano, as prostaciclinas e prostaglandinas são conhecidos como 
prostanóides e constituem importantes produtos vasoativos produzidos pela 
ciclooxigenase (COX) a partir do ácido araquidônico (BOS et al., 2004). Para avaliar 
se os prostanóides estariam envolvidos nas alterações desencadeadas pela 
exposição ao HgCl2 utilizamos a indometacina, um inibidor não seletivo da COX. Em 
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artérias coronárias do grupo Controle a indometacina promoveu redução da resposta 
contrátil a 5-HT (Figura 16-A). Em artérias no grupo Mercúrio esta redução foi ainda 
maior (Figura16-B), como podemos observar pela diferença de área abaixo da curva 
(Figura 16-C). No grupo Mercúrio tanto a resposta máxima quanto a sensibilidade 
estavam menores após incubação com indometacina (Tabela 6). 





































































Figura 16: Efeitos da indometacina (10 µM), inibidor inespecífico da via do ácido araquidônico e 
ciclooxigenase, sobre a resposta contrátil induzida pela serotonina (5-HT) em segmentos de artérias 
coronárias de ratos dos grupos Controle (A) e HgCl2 (B). Diferença percentual de área abaixo da 
curva nos dois grupos experimentais (C). Os resultados (Média ± EPM) estão expressos como 
porcentagem da contração induzida por 120 mM de KCl. ANOVA duas vias seguida de post hoc de 
Bonferroni e teste t de Student para comparação de médias.  *p<0,05 vs situação controle (sem 
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Tabela 6: Valores de EC 50 (5-HT log [mol/L]) e Rmáx (% da contração a 120 mmol/L 
de KCl) obtidos através das curvas concentração resposta a 5-HT na presença de 
indometacina em artérias coronárias de ratos expostos ou não ao HgCl2. 
 Controle  HgCl2 
 n log EC 50 Rmáx (%)  n log EC 50 Rmáx (%) 
Controle 8 5,66 ± 0,14 85,5 ± 7,9  11 5,71 ± 0,09 109,3 ± 6,1 
INDO 8 5,48 ± 0,13 74,6 ± 6,5  11 5,29 ± 0,10* 62,5 ± 4,6* 
Valores expressos em média ± EPM. Teste t de Student para comparação das médias. *p< 0,05 vs 
Controle. 
 
4.1.6 Participação dos canais para K+ ativados por Ca2+ sobre a resposta 
contrátil a 5-hidroxitriptamina (5-HT) em artérias coronárias de ratos. 
Com a finalidade averiguar de qual maneira o tratamento com HgCl2 está alterando o 
funcionamento vascular e principalmente sobre as vias endoteliais que participam da 
resposta à 5-HT, também  avaliamos o papel modulatório do EDHF sobre a resposta 
contrátil mediada pela 5-HT em artérias coronárias.  Para isso, curvas concentração-
resposta à 5-HT foram realizadas na presença do tetraetilamônio, TEA (2 mM), um 
bloqueador dos canais para potássio ativados por cálcio. Como observado na Figura 
17 e Tabela 7 em artérias dos animais do grupo Controle, o TEA promoveu aumento 
da sensibilidade e da resposta máxima a 5-HT. Entretanto, nas artérias coronárias 
do grupo HgCl2, o  TEA somente aumentou a sensibilidade, sem alterar a resposta 
máxima. Ao analisar, ainda, a Figura 17-C podemos inferir que a participação do 
EDHF é maior em artérias do grupo Controle em comparação ao grupo exposto ao 
HgCl2.  
 
______________________________________________________________ RESULTADOS  105 
 









































































), sobre a resposta contrátil induzida pela serotonina (5-HT) em segmentos de artérias 
coronárias de ratos dos grupos Controle (A) e HgCl2 (B). Diferença percentual de área abaixo da 
curva nos dois grupos experimentais (C). Os resultados (Média ± EPM) estão expressos como 
porcentagem da contração induzida por 120 mM de KCl. ANOVA duas vias seguida de post hoc de 
Bonferroni e teste t de Student para comparação de médias. *p<0,05 vs curva controle. O número de 
animais usados está indicado entre parênteses. 
 
Tabela 7: Valores de EC 50 (5-HT log [mol/L]) e Rmáx (% da contração a 120 mmol/L 
de KCl) obtidos através das curvas concentração resposta a 5-HT na presença de 
TEA em artérias coronárias de ratos expostos ou não ao HgCl2. 
 Controle  HgCl2 
 n log EC 50 Rmáx (%)  n log EC 50 Rmáx (%) 
Controle 6 5,60 ± 0,14 71,9 ± 6,4  9 5,57 ± 0,09 99,2 ± 5,7 
TEA 6 6,12 ± 0,14* 104,8 ± 6,9*  9 5,85 ± 0,09* 110,5 ± 6 
Valores expressos em média ± EPM. Teste t de Student para comparação das médias. *p< 0,05 vs 
Controle. 
______________________________________________________________ RESULTADOS  106 
 
 
4.1.7 Efeitos da exposição crônica ao HgCl2 sobre a resposta dilatadora a 
acetilcolina (ACh) e ao DEA-NO em artérias coronárias de ratos. 
Para avaliar se a exposição durante 30 dias ao HgCl2 foi capaz de alterar o 
relaxamento dependente ou independente do endotélio, foram realizadas, 
respectivamente, curvas concentração-resposta a acetilcolina (1nmol/L - 10 μmol/L) 
e ao DEA-NO (1 nmol/L – 10 µmol/L). 
A acetilcolina promoveu relaxamento das artérias coronárias de maneira 
concentração dependente nos dois grupos. Porém, o tratamento com HgCl2 levou a 
um prejuízo da função endotelial. A resposta máxima a acetilcolina foi menor no 
grupo exposto a baixa concentração de HgCl2, porém sem alterar a sensibilidade 
(Figura 18-A e Tabela 8).  
Ao avaliar a resposta relaxante independente do endotélio, utilizando o DEA-NO, 
observamos que a resposta de relaxamento do músculo liso promovida pelo fármaco 
foi igual entre os dois grupos estudados (Figura 18B). Desta forma, podemos sugerir 
que as alterações sobre o relaxamento vascular encontradas em artérias coronárias 
do grupo exposto ao HgCl2 são dependentes de disfunção do endotélio vascular.  
 



















































Figura 18: A- Resposta dilatadora induzida pela acetilcolina (ACh) e B- Resposta dilatadora induzida 
pela dietilamina (DEA)-NONOate (NO) (DEA-NO) em segmentos de artérias coronárias de ratos dos 
grupos Controle e HgCl2. Os resultados (Média ± EPM) estão expressos como porcentagem da pré-
contração à 5-HT. ANOVA duas vias seguida de post hoc de Bonferroni. *p<0,05 vs Controle. O 
número de animais usados está indicado entre parênteses. 
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Tabela 8: Valores de EC 50 (ACh log [mol/L] ou DEA-NO log [mol/L]) e Rmáx (% de 
relaxamento após pré-contração à 5-HT) obtidos através das curvas concentração 
resposta a ACh e DEA-NO em artérias coronárias de ratos expostos ou não ao 
HgCl2. 
 Controle  HgCl2 
 n log EC 50 Rmáx (%)  n log EC 50 Rmáx (%) 
Relaxamento 
à Acetilcolina 
20 7,3 ± 0,1 99 ± 2,9  19 7,1 ± 0,2 83 ± 7,1* 
Relaxamento 
ao DEA-NO 
8 6,4 ± 0,2 120 ± 11,5  9 6,6 ± 0,2 113,5 ± 10,3 
Valores expressos em média ± EPM. Teste t de Student para comparação de médias. *p<0,05 vs 
Controle. 
 
4.1.8 Participação do óxido nítrico sobre a resposta dilatadora a acetilcolina 
(ACh) em artérias coronárias de ratos. 
Como observamos que a exposição ao HgCl2 prejudicou o relaxamento dependente 
do endotélio, investigamos alguns mecanismos que poderiam influenciar esta 
resposta. Ao avaliar a participação do NO, observamos que o inibidor não-seletivo 
da síntese de óxido nítrico, L-NAME (100 μM), impediu a resposta vasodilatadora 
induzida por acetilcolina em artérias coronárias do grupo Controle e reduziu de 
maneira importante esse relaxamento em artérias coronárias do grupo exposto ao 
metal (Figura 19 e Tabela 9). A diferença da participação do NO nos grupos 
estudados pode ser claramente visualizada na figura 19C, ou seja, no relaxamento 
dependente do endotélio, há maior participação do NO em artérias do grupo 
Controle que em artérias do grupo HgCl2.  
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Figura 19: Efeito do L-NAME (100 µM), inibidor inespecífico da sintase do óxido nítrico, sobre a 
resposta relaxante induzida pela acetilcolina (ACh) em segmentos de artérias coronárias de ratos dos 
grupos Controle (A) e HgCl2 (B). Diferença percentual de área abaixo da curva nos dois grupos 
experimentais (C). Os resultados (Média ± EPM) estão expressos como porcentagem da pré-
contração induzida por serotonina (5-HT). ANOVA duas vias seguida de post hoc de Bonferroni e 
teste t de Student para comparação de médias. *p<0,05 vs Controle na dAUC e *p<0,05 vs situação 
controle (sem fármaco). O número de animais usados está indicado entre parênteses. 
 
Tabela 9: Valores de EC 50 (ACh log [mol/L] ou DEA-NO log [mol/L]) e Rmáx (% de 
relaxamento após pré-contração à 5-HT) obtidos através das curvas concentração 
resposta a ACh na presença de L-NAME em artérias coronárias de ratos expostos 
ou não ao HgCl2. 
 Controle  HgCl2 
 n log EC 50 Rmáx (%)  n log EC 50 Rmáx (%) 
Controle 8 6,92 ± 0,12 103,4 ± 6,4  7 6,79 ± 0,09 86,9 ± 4,4 
L-NAME 
8 
Não foi possível 
calcular  
Não foi possível 
calcular  
 
7 6,98 ± 0,48 41,4 ± 9,0* 
Valores expressos em média ± EPM. Teste t de Student para comparação de médias. *p<0,05 vs 
Controle. 
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4.1.9 Participação de espécies reativas de oxigênio sobre a resposta dilatadora 
a acetilcolina (ACh) em artérias coronárias de ratos. 
Como observarmos que as espécies reativas de oxigênio participam da maior 
resposta contrátil à 5-HT, investigamos também se o prejuízo no relaxamento 
dependente do endotélio estaria relacionado à maior produção de radicais livres. 
Para isso utilizamos o tiron (1 mmol/L), um varredor não enzimático de ânion 
superóxido e também a apocinina (0,3 mmol/L), inibidor da NADPHoxidase. A 
resposta de relaxamento vascular à acetilcolina foi avaliada na presença desses 
fármacos.  Em coronárias do grupo Controle, nem o tiron nem a apocinina foi capaz 
de modificar a resposta vasodilatadora produzida pela acetilcolina, enquanto que em 
artérias do grupo exposto ao HgCl2 observamos que tanto o tiron quanto a apocinina 
foram capazes de potencializar a resposta vasodilatadora (Figura 20 e 21). O tiron 
aumentou a resposta máxima de relaxamento (Rmáx) e a apocinina modificou a 
sensibilidade à acetilcolina (EC50), como demonstrado na Tabela 10. Vistos em 
conjunto, estes resultados indicam que há participação de espécies reativas de 
oxigênio no prejuízo do relaxamento observado em artérias coronárias de ratos 
expostos por 30 dias ao HgCl2 e que esses radicais livres são gerados, em parte, 
pela NADPHoxidase. 

















































Figura 20: Efeito do tiron (1mM), varredor não enzimático de ânion superóxido, sobre a resposta 
relaxante induzida pela acetilcolina (ACh) em segmentos de artérias coronárias de ratos dos grupos 
Controle (A) e HgCl2 (B). Os resultados (Média ± EPM) estão expressos como porcentagem da pré-
contração induzida pela serotonina (5-HT). ANOVA duas vias seguida de post hoc de Bonferroni. 
*p<0,05 vs situação controle (sem fármaco). O número de animais usados está indicado entre 
parênteses.  
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Tabela 10: Valores de EC 50 (ACh log [mol/L]) e Rmáx (% de relaxamento após pré-
contração à 5-HT) obtidos através das curvas concentração resposta a ACh na 
presença de tiron em artérias coronárias de ratos expostos ou não ao HgCl2. 
 Controle  HgCl2 
 n log EC 50 Rmáx (%)  n log EC 50 Rmáx (%) 
Controle 6 7,10 ± 0,12 92,2 ± 5,3  10 6,83 ± 0,21 67,5 ± 7,5 
Tiron 6 7,10 ± 0,09 92,5 ± 4,1  10 7,44 ± 0,25 97,7 ± 7,9* 
Valores expressos em média ± EPM. Teste t de Student para comparação de médias. *p<0,05 vs 
Controle. 
















































Figura 21: Efeito da apocinina (0,3 mM), inibidor da NADPHoxidase, sobre a resposta relaxante 
induzida pela acetilcolina (ACh) em segmentos de artérias coronárias de ratos dos grupos Controle 
(A) e HgCl2 (B). Os resultados (Média ± EPM) estão expressos como porcentagem da pré-contração 
induzida pela serotonina (5-HT). ANOVA duas vias seguida de post hoc de Bonferroni. *p<0,05 vs 
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Tabela 11: Valores de EC 50 (ACh log [mol/L]) e Rmáx (% de relaxamento após pré-
contração à 5-HT) obtidos através das curvas concentração resposta a ACh na 
presença de apocinina em artérias coronárias de ratos expostos ou não ao HgCl2. 
 Controle  HgCl2 
 n log EC 50 Rmáx (%)  n log EC 50 Rmáx (%) 
Controle 8 6,93 ± 0,12 103,4 ± 6,5  7 6,80 ± 0,09 86,9 ± 4,4 
Apocinina 7 7,28 ± 0,19 96,9 ± 7,3  7 7,36 ± 0,16*  94,2 ± 5,7 
Valores expressos em média ± EPM. Teste t de Student para comparação de médias. *p<0,05 vs 
Controle. 
 
4.1.10 Participação de prostanóides derivados da via do AA-COX sobre a 
resposta dilatadora a acetilcolina (ACh) em artérias coronárias de ratos. 
Já vimos anteriormente que a produção de prostanóides derivados da via do AA-
COX possuem um importante papel no aumento da resposta contrátil observada em 
artérias coronárias de ratos expostos ao HgCl2. Por isso, avaliamos se essa 
modulação ocorre também na resposta dilatadora vascular à acetilcolina. Após 
incubação por 30 minutos com indometacina (10 µM), as artérias coronárias não 
sofreram modificação da resposta dilatadora a acetilcolina (Figura 22A). Mas as 
artérias do grupo HgCl2 relaxaram muito mais na presença do inibidor não seletivo 
da COX (Figura 22B). Tanto a sensibilidade quanto a resposta máxima estão 
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Figura 22: Efeitos da indometacina (10 µM), inibidor inespecífico da via do ácido araquidônico e 
ciclooxigenase, sobre a resposta relaxante induzida pela acetilcolina (ACh) em segmentos de artérias 
coronárias de ratos dos grupos Controle (A) e HgCl2 (B). Os resultados (Média ± EPM) estão 
expressos como porcentagem da pré-contração induzida pela serotonina (5-HT). ANOVA duas vias 
seguida de post hoc de Bonferroni. *p<0,05 vs situação controle (sem fármaco). O número de animais 
usados está indicado entre parênteses. 
 
Tabela 12: Valores de EC 50 (ACh log [mol/L]) e Rmáx (% de relaxamento após pré-
contração à 5-HT) obtidos através das curvas concentração resposta a ACh na 
presença de indometacina em artérias coronárias de ratos expostos ou não ao 
HgCl2. 
 Controle  HgCl2 
 n log EC 50 Rmáx (%)  n log EC 50 Rmáx (%) 
Controle 9 7,10 ± 0,13 92,2 ± 5,3  10 6,83 ± 0,21 67,5 ± 7,5 
Indometacina 9 6,85 ± 0,12 87,5 ± 5,4  10 7,14 ± 0,09 97 ± 4,0* 
Valores expressos em média ± EPM. Teste t de Student para comparação de médias. *p<0,05 vs 
Controle. 
 
4.1.11 Participação dos canais para potássio ativados por cálcio sobre a 
resposta dilatadora a acetilcolina (ACh) em artérias coronárias de ratos. 
Além do óxido nítrico, os fatores hiperpolarizantes derivados do endotélio também 
exercem importante função na vasodilatação, principalmente em vasos de 
resistência. A liberação desses fatores faz como que ocorra a ativação de canais 
para potássio e então a hiperpolarização da membrana das células musculares lisas, 
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diminuindo a probabilidade de contração vascular (NELSON et al., 1990). Para 
avaliar a participação desses canais para potássio dependente de cálcio em artérias 
coronárias de ratos expostos ou não ao HgCl2, incubamos as artérias durante 30 
minutos com TEA, um inibidor não seletivo de canais para potássio. Em artérias 
coronárias de ratos Controle o TEA reduziu o relaxamento a acetilcolina, como 
mostrado na figura 23A. No entanto, não observamos diferença na resposta máxima, 
somente na sensibilidade (Tabela 13). Porém, em coronárias de ratos HgCl2 o TEA 
não teve nenhum efeito, sugerindo menor participação dos canais para potássio em 
artérias de ratos expostos ao metal (Figura 23B).  













































Figura 23: Efeitos do TEA (10 µM), bloqueador dos canais para potássio dependentes de cálcio, 
sobre a resposta relaxante induzida pela acetilcolina (ACh) em segmentos de artérias coronárias de 
ratos dos grupos Controle (A) e HgCl2 (B). Os resultados (Média ± EPM) estão expressos como 
porcentagem da pré-contração induzida pela serotonina (5-HT). ANOVA duas vias seguida de post 
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Tabela 13: Valores de EC 50 (ACh log [mol/L]) e Rmáx (% de relaxamento após pré-
contração à 5-HT) obtidos através das curvas concentração resposta a ACh na 
presença de TEA em artérias coronárias de ratos expostos ou não ao HgCl2. 
 Controle  HgCl2 
 n log EC 50 Rmáx (%)  n log EC 50 Rmáx (%) 
Controle 8 6,93 ± 0,07 103,4 ± 5,85  7 6,79 ± 0,09       86,9 ± 4,44 
TEA 8  6,60 ± 0,10* 98,7 ± 5,17  7 6,83 ± 0,23       102 ± 13,9 
Valores expressos em média ± EPM. Teste t de Student para comparação de médias. *p<0,05 vs 
Controle. 
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4.2 EFEITOS DA EXPOSIÇÃO AO HgCl2 SOBRE A QUANTIDADE PLASMÁTICA 
DE NITRITOS. 
Em artérias coronárias observamos que o tratamento com HgCl2 reduz a 
biodisponibilidade do NO, provavelmente, por aumento da produção de radicais 
livres derivados do oxigênio. As medidas de nitritos plasmáticos são uma maneira 
indireta de avaliar a produção total de NO, no entanto, pouco nos diz sobre sua 
produção local. Desta forma, mesmo os dados em coronária sugerindo menor 
biodisponibilidade de NO, quando avaliamos a quantidade de nitritos plasmáticos, 



























Figura 24: Medida da quantidade total de nitritos no plasma de ratos dos grupos Controle e HgCl2. Os 
resultados estão expressos como Média ± EPM. O número de animais usados está indicado entre 
parênteses. 
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4.3 EFEITOS DA EXPOSIÇÃO AO HgCl2 SOBRE A PRODUÇÃO LOCAL DE 
ÓXIDO NÍTRICO EM ARTÉRIAS CORONÁRIAS DE RATOS. 
Com a finalidade de reforçar os resultados encontrados em reatividade vascular, que 
nos sugerem redução da biodisponibilidade de NO, realizamos medidas da produção 
local desse potente vasodilatador. Em artérias coronárias septais do grupo HgCl2 
encontramos um reduzida produção/biodisponibiliadde de NO tanto numa situação 
basal, como após estimulação com 5-HT e acetilcolina (situação que mimetiza o 
teste de integridade endotelial) (Figura 25). 
 































Figura 25: Produção de óxido nítrico em artérias coronárias septais de ratos dos grupos Controle e 
HgCl2 em condição basal e após estimulação com serotonina (5-HT- 1 µM) e acetilcolina (ACh- 10 
µM). Os resultados (Média ± EPM) estão expressos como porcentagem da produção basal em 
coronárias septais de ratos do grupo Controle. Teste t de Student. *p<0,05, **p<0,01 vs Controle. O 
número de animais usados está indicado entre parênteses. 
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4.4 EFEITOS DA EXPOSIÇÃO AO HgCl2 SOBRE A PRODUÇÃO LOCAL DE 
ÂNION SUPERÓXIDO EM ARTÉRIAS CORONÁRIAS DE RATOS. 
A biodisponibilidade de NO está diretamente relacionada à produção de radicais 
livres derivados do oxigênio, principalmente o ânion superóxido, que se liga 
rapidamente ao NO, formando o peroxinitrito. Por isso, para elucidar a forma pela 
qual o tratamento com HgCl2 reduz a produção/biodisponibilidade de NO, medimos 
também em artérias coronárias septais a quantidade de ânion superóxido. No grupo 
exposto ao metal encontramos uma produção seis vezes maior desse radical livre 


































Figura 26: Produção local de ânion superóxido em artérias coronárias septais de ratos dos grupos 
Controle e HgCl2. Os resultados estão expressos como Média ± EPM de unidades arbitrárias de 
luminescência por mg de tecido. Teste t de Student. *p<0,05 vs Controle. O número de animais 
usados está indicado entre parênteses. 
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4.5 EFEITOS DA EXPOSIÇÃO AO HgCl2 SOBRE EXPRESSÃO GÊNICA DAS 
SUBUNIDADES NOX-1 E NOX-4 DA NADPH OXIDASE. 
Vimos que a produção de EROs está aumentada e isso leva a menor 
biodisponibilidade de NO. Para elucidar a fonte de produção e geração dessas 
espécies reativas avaliamos a expressão gênica das subunidades NOX-1 e NOX-4 
da NADPHoxidase que, sabidamente, é a principal fonte vascular de radicais livres. 
Encontramos que tanto a expressão gênica da NOX-1 como da NOX-4 estão muito 















































Figura 27: Medida quantitativa, realizada utilizando a técnica de RT-PCR, da expressão gênica da A- 
subunidade NOX-1 da NADPHoxidase (NOX-1) e da B- subunidade NOX-4 da NADPHoxidase (NOX-
4) de artérias coronárias septais de ratos Controle e HgCl2.  Os resultados (Média ± EPM) estão 
expressos como expressão gênica da NOX-1 e NOX-4 em relação à expressão gênica da 18S. Teste 
t de Student não pareado. *p<0,05 vs Controle. O número de animais usados está indicado entre 
parênteses. 
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4.6 EFEITOS DA EXPOSIÇÃO AO HgCl2 SOBRE EXPRESSÃO GÊNICA DAS 
ISOFORMAS SOD-1 E SOD-2 DA SUPERÓXIDO DISMUTASE. 
Para avaliar o estado antioxidante local estudamos também a expressão gênica da 
SOD-1 e SOD-2, que são importantes enzimas capazes de converter o ânion 
superóxido e água em oxigênio molecular e H2O2. A expressão gênica da SOD-1 
não foi alterada em artérias coronárias do grupo HgCl2 (Figura 28A). No entanto, a 
expressão da isoforma 2 da SOD está cerca de seis vezes maior em artérias 












































Figura 28: Medida quantitativa, realizada utilizando a técnica de RT-PCR, da expressão gênica da A- 
isoforma SOD-1 da superóxido dismutase (SOD-1) e da B- isoforma SOD-2 da superóxido dismutase 
(SOD-2)  de artérias coronárias septais de ratos Controle e HgCl2.  Os resultados (Média ± EPM) 
estão expressos como expressão gênica da SOD-1 e SOD-2 em relação à expressão gênica da 18S. 
Teste t de Student não pareado. *p<0,05 vs Controle. O número de animais usados está indicado 
entre parênteses. 
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4.7 EFEITOS DA EXPOSIÇÃO CRÔNICA AO HgCl2 SOBRE A MORFOLOGIA 
CORONARIANA 
Para avaliar se o tratamento com HgCl2 além de alterar a reatividade de artérias 
coronárias também foi capaz de modificar a sua estrutura, vista histologicamente. 
Medimos a área total do vaso, assim como a área do lúmen e da camada média. Na 
figura 29 podemos observar fotomicrografias representativas e os resultados da 
análise morfométrica.  Tanto a área total dos vasos coronarianos estudados, quanto 
a área do lúmen estão menores em corações de ratos expostos durante 30 dias ao 





































































Figura 29: Análise morfométrico de vasos coronarianos de animais expostos ou não ao HgCl2. Área 
total do vaso coronariano (A), área do lúmen do vaso (B) e área da camada média do vaso (C). 
Dados expressos em Média ± EPM. O número de animais usados está indicado entre parênteses. 
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4.8 EFEITOS DA EXPOSIÇÃO AO HgCl2 EM CULTURA DE CÉLULAS  
ENDOTELIAIS DE CORONÁRIAS SUÍNAS. 
4.8.1 Caracterização de células endoteliais 
Após retirada das células elas foram caracterizadas em todos as passagens 
utilizadas para confirmação do fenótipo de células endoteliais. Na figura 30 
(esqquerda) podemos observar células musculares lisas (SMC) incubadas com 
anticorpo primário específico para fator de Von-Willebrand e anticorpo secundário 
fluorescente apropriado. Observamos então que as células musculares lisas não 
expressam o fator que é específico para células endoteliais. Diferente do que 
observamos quando incubamos células endoteliais com os anticorpos primário e 
secundário já citados (centro). Ao microscópio de fluorescência observamos que o 
fator de Von-Willebrand está muito expresso em nossas células endoteliais (EC) de 
coronárias suínas, confirmando o fenótipo para esse tipo celular. Realizamos ainda 
uma incubação de células endoteliais somente com anticorpo secundário, para 
excluirmos a possibilidade do sinal fluorescente ser decorrente de fundo produzido 
por esse anticorpo. Vimos que o anticorpo secundário sozinho não foi capaz de 
produzir fluorescência, como demonstrado pela figura 30 (direita- CT-).   
 
 
Figura 30: Painéis com microfotografias representativas de imunofluorescência emitida por células 
endoteliais marcadas com anticorpo primário específico para fator de Von-Willebrand e anticorpo 
secundário fluorescein isotiocianate (FITC). 
 
4.8.2 Produção de ânion superóxido em células endoteliais 
Em células endoteliais avaliamos a produção de radicais livres, principalmente ânion 
superóxido, utilizando o dihidroitídeo (DHE). A quantidade de espécies reativas é 
diretamente proporcional à intensidade de fluorescência. As células foram incubadas 
______________________________________________________________ RESULTADOS  122 
 
 
com concentrações crescentes de HgCl2. Na figura 31 observamos os quadros com 
microfotografias que mostram a fluorescência emitida pelas células estudadas. 
Utilizando o programa para quantificação de intensidade de fluorescência 
(Metamorph 7.1.0.0) podemos quantificar a fluorescência. O gráfico presente na 
figura 31 mostra a intensidade de fluorescência nos diferentes grupos estudados. 
Vimos que a produção de espécies reativas é concentração dependente, ou seja, 
quanto maior a concentração de HgCl2 que a célula foi exposta maior a intensidade 
de fluorescência encontrada. Em células endoteliais expostas a 5 µg/mL temos uma 
produção de espécies reativas três vezes maior que em células que não foram 
expostas ao metal. A exposição ao H2O2 foi utilizada para nos assegurar que o 
método utilizado é eficaz para avaliar a produção de espécies reativas de oxigênio 
(LI et al., 2001). Como mostrado nas microfotografias, a exposição ao H2O2 aumenta 






























































Figura 31: Painéis com microfotografias representativas da fluorescência emitida por dihidroetídeo 
(DHE) em células endoteliais de coronárias suínas em situação controle e expostas a 0,05; 0,5 e 5 
µg/mL de HgCl2. A exposição à H2O2 foi utilizada como controle positivo para produção de ânion 
superóxido. O gráfico representa a intensidade de fluorescência em unidade arbitrária (UA) emitida 
por DHE. ANOVA uma via seguida de post hoc de Tukey. Os resultados estão expressos em média ± 
EPM. p<0,01 vs Controle. O número de animais usados está indicado entre parênteses. 
 
Para verificar se a produção de ânion superóxido era modificada por antioxidantes, 
células foram incubadas com tempol (10 μmol/L), apocinina (300 μmol/L), catalase 
(1000 U/mL) e tiron (1 mmol/L) 30 minutos antes de serem expostas ao HgCl2 (5 
µg/mL). Encontramos que a exposição aos antioxidantes estudados reduz a emissão 
de fluorescência, sugerindo redução da produção de espécies reativas de oxigênio. 
Podemos inferir que as principais vias envolvidas na produção destas espécies 
reativas de oxigênio são a NADPHoxidase e também a eNOS desacoplada, sendo a 
NADPHoxidase com maior participação, já que a incubação com apocinina reduziu 
______________________________________________________________ RESULTADOS  124 
 
 
muito a produção de EROs e o L-NAME também foi capaz de reduzir a emissão de 









































































Figura 32: Painéis com microfotografias representativas da fluorescência emitida por dihidroetídeo 
(DHE) em células endoteliais de coronárias suínas em situação controle e expostas a HgCl2 - 5 µg/mL 
e a HgCl2 - 5 µg/mL + Tempol, Apocinina, Catalase ou Tiron. A exposição à H2O2 foi utilizada como 
controle positivo para produção de ânion superóxido. O gráfico representa a intensidade de 
fluorescência em unidade arbitrária (UA) emitida por DHE. ANOVA uma via seguida de post hoc de 
Tukey. Os resultados estão expressos em média ± EPM. *p<0,05 vs Controle, #p<0,05 vs HgCl2. O 
número de animais usados está indicado entre parênteses. 
 
4.8.3 Produção de nitritos e nitratos em meio de cultivo de células endoteliais 
Para avaliar de que maneira o aumento de produção de EROs estava influenciando 
a produção/biodisponibilidade de NO pelas células endoteliais de coronárias suínas, 
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também medimos a produção de nitritos e nitratos, subprodutos da degradação de 
NO, em meio de cultivo celular, após exposição a crescentes concentrações de 
HgCl2 e concomitante ao uso dos antioxidantes estudados. Vimos que a exposição 
ao metal é capaz de reduzir a quantidade de nitritos no meio de cultivo celular (figura 
33). A exposição aos antioxidantes 30 minutos antes da exposição ao HgCl2 levou a 
um aumento da quantidade de nitritos (Figura 33). Ou seja, o aumento da produção 
de radicais livres derivados do oxigênio, seja via NADPHoxidase ou eNOS 
desacoplada, é o principal responsável pela redução da produção de nitritos em 
















































































Figura 33: Efeitos do tempol (1 mmol/L), apocinina (300 µmol/L), tiron (1 mmol/L) e L-NAME (100 
µmol/L)  na produção de nitritos em células endoteliais expostas a 5 µg/mL de HgCl2. A produção de 
nitritos também foi medida em células expostas a 0,05 e 0,5 µg/mL de HgCl2. Os resultados (Média ± 
EPM) estão expressos como expressão da eNOS em relação a β-actina. ANOVA uma via seguida de 
post hoc de Tukey. *p<0,05 vs Controle; # p < 0,05 vs. 5 µg/mL HgCl2. O número de animais usados 
está indicado entre parênteses. 
 
4.8.4 Expressão protéica da isoforma endotelial da sintase do óxido nítrico em 
células endoteliais.   
A principal fonte produtora de NO em células endoteliais é a eNOS, no entanto, na 
falta de substrato para a produção de NO (como por exemplo o tetrahidrobipterina- 
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BH4), a eNOS gera radicais livres. Em células endoteliais de coronárias suínas vimos 
que a exposição durante 24 horas a HgCl2 aumenta 50 % da expressão protéica da 
eNOS (Figura 34). Esse aumento pode ser compensatório, devido à menor produção 
de NO, evidenciado pela redução de nitritos no meio de cultivo celular. No entanto, 
mesmo que compensatório, pode estar contribuindo também para maior produção 
de radicais livres derivados do oxigênio.     


















Figura 34: Análise densitométrica de Western blot para espressão protéica da isoforma endotelial da 
sintase de óxido nítrico (eNOS) em células endoteliais de coronárias suínas em situação Controle e 
expostas a 0,05 e 5 µg/mL. As fotos acima mostram as bandas representativas da expressão da 
eNOS e da β-actina. Os resultados (Média ± EPM) estão expressos como expressão da eNOS em 
relação a β-actina. ANOVA uma via seguida de post hoc de Tukey. *p<0,05 vs Controle. O número de 
animais usados está indicado entre parênteses. 
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4.9 AVALIAÇÃO DA PARTICIPAÇÃO DO ÓXIDO NÍTRICO NA FUNÇÃO DE 
CORAÇÕES ISOLADOS EXPOSTOS AO HgCl2. 
4.9.1 Pressão sistólica isovolumétrica do ventrículo esquerdo 
FURIERI e colaboradores 2011ª mostram que a exposição a baixa concentração de 
HgCl2 durante 30 dias diminui a força contrátil de corações perfundidos pela técnica 
de Langendorff. Esses dados foram repetidos neste trabalho, já que quando 
comparamos a PSIVE no momento imediatamente anterior ao início da perfusão 
com L-NAME encontramos menor PSIVE gerada em corações do grupo HgCl2. Para 
elucidar se o NO estaria participando dessa diminuição de força contrátil, 
perfundimos os corações durante 60 minutos com L-NAME. Além de ser um 
importante vasodilatador, o NO também é capaz de modular a gênese de força 
cardíaca. A perfusão de corações do grupo Controle com o inibidor não seletivo da 
sintase do óxido nítrico não modificou a PSIVE e a pressão desenvolvida (Figura 
35A e 35C). Já em corações de ratos expostos ao metal observamos queda da 
PSIVE e também da pressão desenvolvida (Figura 35B e 35D). Para demonstração 
dos dados utilizamos tanto a PSIVE quanto a pressão desenvolvida, visto que 
alterações na pressão diastólica poderiam alterar a PSIVE. A pressão desenvolvida 
é uma maneira clara de demonstrar o quanto de pressão o coração gerou, pois é 
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Figura 35: A e B- Pressão sistólica isovolumétrica do ventrículo esquerdo (PSIVE), C e D- Pressão 
desenvolvida do ventrículo esquerdo de corações isolados de ratos dos grupos Controle e HgCl2 
antes e durante 60 minutos de perfusão com L-NAME (100 µM). Dados expressos em Média ± EPM. 
ANOVA uma via seguido de post hoc de Tukey. *p<0,05 vs 0. O número de animais usados está 
indicado entre parênteses. 
 
4.9.2 Pressão diastólica isovolumétrica do ventrículo esquerdo 
De maneira semelhante, como mostrado na figura 36, observamos que a perfusão 
com L-NAME não modificou a PDIVE em corações do grupo Controle, mas 
aumentou muito esse parâmetro em corações do grupo HgCl2. O aumento chega a 
quatro vezes após 30 minutos de exposição. 
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Figura 36: Pressão diastólica isovolumétrica do ventrículo esquerdo (PDIVE) de corações isolados de 
ratos dos grupos Controle (A) e HgCl2 (B) antes e durante 60 minutos de perfusão com L-NAME (100 
µM). Dados expressos em Média ± EPM. ANOVA uma via seguido de post hoc de Tukey. *p<0,05 vs 
0. O número de animais usados está indicado entre parênteses. 
 
4.9.3 Pressão de perfusão coronariana 
O NO é um potente vasodilatador, então a inibição de sua síntese esperadamente 
causaria vasoconstricção. Como em corações isolados perfundidos com a técnica de 
Langendorff utilizamos fluxo de solução nutridora constante, o aumento de 
resistência vascular levaria a um aumento de pressão de perfusão coronariana. 
Nessa técnica estudada cabe salientar que a PPC também se torna dependente do 
tecido miocárdico subjacente, além do importante controle metabólico presente 
nesse leito vascular (DEUSSEN et al., 2006). Em corações de ambos os grupos 
estudados encontramos aumento da PPC (Figura 37A e 37B), no entanto, esse 
aumento está mais evidenciado no grupo HgCl2, como demonstrado na Figura 36C, 
que mostra o incremento de PPC após 60 minutos de perfusão com L-NAME nos 
dois grupos experimentais. No grupo Controle houve um incremento de cerca de 20 
% (não significante), enquanto no grupo HgCl2 esse incremento quase  alcançou    
60 %.  
O aumento de pressão intraventricular durante a diástole pode estar participando 
também do aumento da PPC observada em corações de animais expostos ao metal. 
Os vasos coronarianos encontram-se inseridos em tecido miocárdico e se há maior 
pressão durante a diástole, mais o tecido subjacente irá comprimir esses vasos 
coronarianos. 
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Figura 37: Pressão de perfusão coronariana (PPC) de corações isolados de ratos dos grupos 
Controle (A) e HgCl2 (B) antes e durante 60 minutos de perfusão com L-NAME (100 µM) em corações 
isolados de ratos dos grupos Controle e HgCl2. Dados expressos em Média ± EPM. ANOVA uma via 
seguido de post hoc de Tukey. *p<0,05 vs Controle + L-NAME. O número de animais usados está 
indicado entre parênteses. 
 
4.9.4 Incidência de alterações no ritmo cardíaco 
Além da redução na PSIVE e aumento da PDIVE, também observamos que após a 
perfusão com L-NAME os corações do grupo HgCl2 mostram uma incidência 
aumentada de alterações do ritmo cardíaco, mesmo a geração de estímulo sendo 
extrínseca e controlada nessa técnica utilizada. As mudanças do ritmo cardíaco não 
foram quantificadas, no entanto, podemos observar com facilidade estas alterações 
na figura 38. 
 




Figura 38: Registro típico mostrando a incidência de alterações no ritmo cardíaco após perfusão com 
L-NAME (100 µM) em corações isolados de ratos dos grupos Controle e HgCl2. 
E 
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4.10 EFEITO DA EXPOSIÇÃO AO HgCl2 DURANTE 30 DIAS SOBRE A 
EXPRESSÃO PROTÉICA EM CORAÇÕES DE RATOS 
4.10.1 Efeito da exposição ao HgCl2 sobre a expressão protéica de SERCA e 
Fosfolambam cardíacos 
Em corações do grupo HgCl2 observamos uma expressão diminuída da SERCA 
(Figura 39A), enquanto há aumento da expressão protéica do fosfolambam (Figura 
39B). E, ainda, o fosfolambam fosforilado na serina-16 possui expressão reduzida 
(Figura 39C). A razão SERCA/PLB, que indiretamente nos permitem inferir sobre a 
funcionalidade da bomba de cálcio do retículo sarcoplasmático também está 
diminuído (Figura 39D), ou seja, sugerindo redução do funcionamento desse 



















































































Figura 39: A- Análise densitométrica de Western blot para espressão protéica da SERCA, B- 
Fosfolambam (PLB), C- Fosfolambam fosforilado (PLB-Ser16) e D- Relação SERCA/PLB em 
corações de ratos Controle e HgCl2. Os blots típicos acima mostram as bandas representativas da 
expressão da SERCA, PLB e PLB-Ser16 e da GAPDH em corações de ratos de ambos grupos. Os 
resultados (Média ± EPM) estão expressos como expressão da SERCA, PLB e PLB-Ser16 em 
relação a GAPDH. Teste t de Student não pareado. *p<0,05 vs Controle. O número de animais 
usados está indicado entre parênteses. 
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4.10.2 Efeito da exposição ao HgCl2 sobre a expressão protéica da NKA e NCX 
Quando avaliamos a expressão protéica do trocador Na+/Ca2+ do sarcolema 
observamos redução da expressão dessa proteína de membrana no grupo HgCl2 
quando comparado com o grupo Controle (Figura 40A). Para avaliar se o tratamento 
durante 30 dias com HgCl2 modificou a expressão protéica da NKA, medimos, 
utilizando o método de Western Blot, a expressão de duas das suas isoformas, a α-1 
e α-2. A expressão protéica da isoforma α-1 está reduzida no grupo experimental 











































































- ATPase  em corações 
de ratos Controle e HgCl2. Os blots típicos acima mostram as bandas representativas da expressão 
do NCX e das isoformas α1 e α2 da NKA e da GAPDH em corações de ratos de ambos grupos. Os 
resultados (Média ± EPM) estão expressos como expressão do NCX, das subunidades α1 e α2 da 
NKA em relação a GAPDH. Teste t de Student não pareado. *p<0,05 vs Controle. O número de 
animais usados está indicado entre parênteses. 
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4.10.3 Efeito da exposição ao HgCl2 sobre a expressão protéica da eNOS e 
iNOS cardíaca. 
Além de ser um importante vasodilatador, o NO também exerce efeitos parácrinos 
no músculo cardíaco, e células do miocárdio e fibroblastos podem expressar a iNOS 
e também células do endocárdio expressam eNOS e iNOS (SHAH & MACCARTHY, 
2000). Por isso, avaliamos a expressão protéica da eNOS e iNOS. Em corações de 
ratos expostos ou não ao HgCl2. Observamos que tanto a expressão da eNOS 














































Figura 41: A- Análise densitométrica de Western blot para espressão protéica da isoforma endotelial 
da sintase de óxido nítrico (eNOS) e B- isoforma induzível da sintase do óxido nítrico (iNOS) em 
corações de ratos Controle e HgCl2. Os blots típicos acima mostram as bandas representativas da 
expressão da eNOS, iNOS e da GAPDH em corações de ratos de ambos grupos. Os resultados 
(Média ± EPM) estão expressos como expressão da eNOS e iNOS em relação a GAPDH. Teste t de 
Student não pareado. *p<0,05 vs Controle. O número de animais usados está indicado entre 
parênteses. 
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4.11 EFEITOS DA EXPOSIÇÃO AO HgCl2 SOBRE A MORFOLOGIA DE 
CARDIOMIÓCITOS E CONTEÚDO DE COLÁGENO EM CORAÇÕES. 
Furieri e colaboradores em 2011 mostraram que a exposição durante 30 dias ao 
HgCl2 não altera o peso das câmaras ventriculares em relação ao peso corporal dos 
animais. No entanto, nunca se havia avaliado se ocorria alteração dos parâmetros 
morfométricos de cardiomiócitos e também do conteúdo de colágeno após esse 
período de exposição ao HgCl2. 
A figura 42 mostra que nenhum dos parâmetros morfométricos avaliados em 
cardiomiócitos estavam diferentes no grupo HgCl2. O comprimento, o largura, o 
perímetro e a área dos cardiomiócitos de corações do grupo HgCl2 são semelhantes 
ao grupo Controle.  
Ainda, nenhuma mudança foi observada no conteúdo de colágeno de ventrículo 
esquerdo de ratos expostos ao mercúrio quando comparado com os ratos expostos 





















































































Figura 42: Análise morfométrico de cardiomiócitos de animais expostos ou não ao HgCl2. 
Comprimento do cardiomiócito (A), diâmetro (B), perímetro (C) e área (D). Dados expressos em 

































Figura 43: Quantificação do colágeno do ventrículo esquerdo de animais expostos ou não ao HgCl2. 
Os dados estão (Média ± EPM) estão expressos como porcentagem do tecido total. O número de 
























Nesse estudo mostramos, pela primeira vez, os efeitos da exposição a baixa 
concentração de HgCl2 durante 30 dias sobre a reatividade de artérias coronárias de 
ratos. Encontramos que mesmo em baixa concentração o tratamento foi capaz de 
alterar o funcionamento desse importante leito vascular. As artérias coronárias 
apresentaram maior reatividade à serotonina e também déficit de relaxamento à 
acetilcolina. Os dados sugerem que esses efeitos observados se devem ao aumento 
da produção de radicais livres derivados do oxigênio, principalmente o ânion 
superóxido, ocasionando redução da biodisponibilidade de NO. Ainda, por aumento 
da participação de prostanóides vasoconstrictores derivados da via do ácido 
araquidônico-ciclooxigenase. Confirmando os resultados encontrados em reatividade 
vascular, vimos que a produção local de NO em artérias coronárias septais está 
prejudicada, enquanto há um importante aumento da geração de ânion superóxido. 
A expressão gênica das duas principais isoformas geradoras de radicais livres da 
NADPHoxidase, a NOX-1 e NOX-4 está aumentada, sugerindo que essa é a 
principal fonte de produção de espécies reativas após exposição ao HgCl2. A 
expressão gênica da SOD-2, uma importante enzima responsável por transformar o 
ânion superóxido em H2O2 e oxigênio molecular, também está aumentada. Quando 
avaliamos a morfologia dos vasos coronarianos, vimos que o tratamento com HgCl2 
além de alterar o funcionamento vascular e promover disfunção endotelial, ainda foi 
capaz de reduzir a área total do vaso e a área do lúmen. 
A fim de elucidar os mecanismos pelos quais ocorria a disfunção endotelial 
encontrada, mostramos os efeitos da exposição durante 24 horas ao HgCl2 em 
células endoteliais explantadas de coronárias suínas. E observamos que nessas 
células expostas ao metal há maior produção de espécies reativas derivadas do 
oxigênio e que o aumento da produção é concentração dependente. Após exposição 
concomitante a alguns conhecidos antioxidantes, como tempol, apocinina e tiron, 
houve redução da produção de EROs, sugerindo que a principal fonte geradora 
desses radicais livres é a NADPHoxidase. Em células endoteliais, a maior produção 
de EROs também está relacionada com redução da produção de NO, como foi 
observado após medida de nitritos e nitratos, produtos da degradação de NO, em 
meio de cultivo celular. No entanto, a expressão protéica da principal sintase 
responsável pela produção de NO em células endoteliais, a eNOS, está aumentada 
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em células endoteliais expostas ao HgCl2. Esse dado visto em conjunto com a 
redução da produção de EROs produzido pela incubação com L-NAME, inibidor não 
seletivo das NOS, nos permite especular que além do aumento da expressão da 
eNOS ser compensatório à redução de NO, também está contribuindo para a 
produção de radicais livres por desacoplamento da eNOS.    
Como encontramos que o tratamento com HgCl2 promove disfunção endotelial, 
avaliamos se a alteração na produção/biodisponibilidade de NO seria capaz de 
alterar o funcionamento de corações isolados. Para isso, perfundimos corações de 
ratos expostos ou não ao metal durante 60 minutos com L-NAME. Em corações de 
ratos tratados a perfusão com L-NAME reduziu a PSIVE, aumentou a PDIVE e a 
incidência de arritmias. E o aumento observado na PPC foi muito maior em corações 
de ratos expostos ao HgCl2 que em ratos Controle.  
O tratamento utilizado neste estudo, que visa a exposição durante 30 dias ao HgCl2, 
alcança uma concentração igual a 7,97 ± 0,59 ng/ml (WIGGERS et al., 2008). O 
valor de referência recomendado pela agência norte americana Enviromental 
Protection Agency (EPA, 2007) de concentração sanguínea de mercúrio sem que 
haja efeitos adversos para a saúde é de 5,8 ng/mL ou ~ 21 nmol/L(National 
Academy of Science, 2000). A OMS estipula uma concentração menor que 6 µg/g de 
mercúrio como aceitável em cabelo de humanos.  
As principais fontes de exposição populacional ao mercúrio são o consumo de 
peixes que bioacumulam metil-mercúrio, a liberação de vapor de mercúrio por 
amálgamas dentários e o timerosal utilizado como conservante em vacinas 
(CLARKSON et al., 2002).   
Em populações que vivem na bacia Amazônica e que utilizam os peixes como 
principal fonte protéica da alimentação as concentrações de mercúrio no cabelo 
chegaram a até 150 µg/g, sendo que somente 2 dos 40 municípios estudados 
possuem a concentração de mercúrio média abaixo do valor recomendado pela 
OMS (BASTOS et al., 2006). Em pacientes, a liberação diária de mercúrio por 
amálgama é de, aproximadamente, 4 a 5 µg/dia e existe correlação positiva entre o 
número de amálgamas e a concentração sanguínea de mercúrio. Estima-se que 
cada amálgama dental libere de 3 a 17 μg de vapor de mercúrio por dia e a 
concentração sanguínea de mercúrio após a retirada da restauração pode alcançar 
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até 5 nmol/L (HALBACH, 1995; SANDBORGH-ENGLUND et al., 1998; HALBACH et 
al., 2008). Um estudo realizado na Universidade de Brasília mostrou que a 
concentração de mercúrio em infantes após a vacinação contra hepatite B é de 4,2 a 
21,1 µg/Kg (DÓREA et al., 2009). Mesmo sendo uma concentração abaixo da 
recomendação existem fortes evidências que a exposição ao etil-mercúrio, principal 
componente do timerosal, está associado ao aparecimento de desordens 
neurológicas e cardíacas em crianças (GEIGER & GEIGER, 2003). Estudo recente 
mostra que em lactantes residentes em Madri, Espanha, a concentração de mercúrio 
em leite materno oscila entre 0,36 a 0,74 µg/L (GARCÍA-ESQUINAS et al., 2011). 
Desta maneira, o nosso estudo contempla concentrações, que mesmo um pouco 
acima dos valores de referência, são facilmente encontradas em populações 
expostas. Sendo até consideradas baixas quando comparamos com concentrações 
sanguíneas de humanos que vivem em áreas potencialmente contaminadas ou com 
tradição cultural de alto consumo de peixes. 
A seguir discutiremos, separadamente, os resultados encontrados em artérias 
coronárias, células endoteliais explantadas de coronárias suínas e em corações 
isolados. 
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5.1 EFEITOS DA EXPOSIÇÃO DURANTE 30 DIAS A BAIXA CONCENTRAÇÃO DE 
HgCl2 EM ARTÉRIAS CORONÁRIAS 
Sabemos que as artérias coronárias constituem um importante leito vascular, pois 
têm como função nutrir o coração em situação basal e também em situações onde 
há aumento da demanda metabólica. Qualquer aumento do trabalho cardíaco irá 
ocasionar aumento do fluxo coronariano para que haja manutenção de um 
adequado suprimento de O2 (DEUSSEN et al., 2006).  
O endotélio vascular é o principal responsável por modular o fluxo coronariano, 
através da liberação de substâncias vasodilatadoras e vasoconstrictoras. No 
entanto, em algumas doenças ou na presença de fatores de risco como a 
hipercolesterolemia, tabagismo, hipertensão arterial, insuficiência cardíaca ocorre 
uma alteração na capacidade do endotélio vascular em controlar adequadamente a 
resistência vascular e, assim, o fluxo coronariano. Essa situação é conhecida como 
disfunção endotelial (CAI & HARRISON, 2010). 
Recentemente, estudos mostram que além dos fatores de risco citados acima a 
exposição a metais pesados também é um importante deflagrador de doenças 
cardiovasculares (EVANS & WEINGARTEN, 1990; SALONEN et al., 1995; 
SALONEN et al., 2000; VIRTANEN et al., 2005; HOUSTON, 2007). Dentre os efeitos 
vasculares da exposição ao mercúrio podemos citar estresse oxidativo, inflamação, 
trombose, disfunção do músculo liso vascular, dislipidemias, disfunção imune e 
mitocondrial (HOUSTON, 2007). A exposição crônica aumenta a resistência vascular 
e induz o desenvolvimento de hipertensão arterial (TORRES et al., 2000). Em 
células endoteliais o metil-mercúrio apresentada citotoxicidade  dependente da 
concentração e redução da atividade da NOS (KISHIMOTOa et al., 1995). 
No Brasil, Fillion e colaboradores, em 2006 mostraram que existe correlação positiva 
entre as concentrações de mercúrio no cabelo e pressão arterial em populações 
ribeirinhas da Amazônia. Na Espanha, mineiros expostos cronicamente ao mercúrio 
inorgânico possuem risco aumentado para mortalidade por doenças 
cardiocirculatórias, como hipertensão arterial e doenças cerebrovasculares (GARCÍA 
GÓMEZ et al., 2007). 
WIGGERSb e colaboradores desenvolveram um 2008 o modelo experimental 
utilizado neste estudo. Esses autores avaliaram a reatividade vascular de artérias de 
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condutância e resistência. Os achados indicam que durante um período de somente 
30 dias a exposição a baixa concentração foi capaz de alterar a reatividade vascular 
e função endotelial em aorta e artérias mesentéricas de resistência. Essa disfunção 
endotelial observada se deve a redução da biodisponibilidade de NO por aumento 
do estresse oxidativo (WIGGERS et al., 2008, PEÇANHA et al., 2010). No entanto, 
ainda não existem estudos que mostram como a exposição ao mercúrio afeta a 
função de artérias coronárias. 
Utilizando o mesmo modelo de exposição de alguns autores (WIGGERS et al., 2008, 
PEÇANHA et al., 2010) observamos que em artérias coronárias há um aumento da 
reatividade a serotonina (5-HT). Esse aumento de reatividade já foi observado 
anteriormente em outros leitos vasculares. Em artérias de peixes foi observada 
aumento da vasoconstricção após exposição ao mercúrio (EVANS & WEINGARTEN, 
1990) e a perfusão com concentrações crescentes de (0,5 a 10 µmol/L) de HgCl2 
aumenta pressão de perfusão de artérias caudais perfundidas em fluxo constante 
(DA CUNHA et al., 2000). No entanto, em anéis de aorta e de artéria pulmonar pré 
contraídas com noradrenalina, doses de mercúrio promoveram importante 
vasodilatação (GOLPON et al., 2003).       
O aumento da contração a 5-HT em artérias coronárias poderia ser ocasionado por 
diferença na capacidade contrátil do músculo liso vascular. No entanto, as artérias 
de ratos dos grupos Controle e HgCl2 não apresentaram respostas contráteis 
diferentes quando expostas a 120 mmol/L de KCl e também o relaxamento ao 
doador de NO, DEA-NONOate foi igual entre os grupos, o que indica que a resposta 
ao NO mantem-se preservada no músculo liso vascular. Desta forma, o que 
explicaria a diferença de reatividade nestas artérias é uma mudança na modulação 
do endotélio vascular, por diminuição da produção de fatores vasorelaxantes ou 
aumento de fatores contráteis.   
Ainda observamos que a vasodilatação estimulada por concentrações crescentes de 
acetilcolina está diferente em artérias coronárias de ratos expostos ao HgCl2. As 
artérias desse grupo experimental apresentam redução do relaxamento vascular. A 
alteração deste relaxamento poderia ser decorrente de alteração da resposta do 
músculo liso vascular ao NO e não necessariamente alteração da 
produção/biodisponibilidade de NO. No entanto, a resposta ao doador extrínseco de 
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NO (DEA-NONOate) foi semelhante entre os grupos estudados. O mesmo foi 
encontrado em outro estudo que mostra que em segmentos de aorta expostas 
agudamente ao HgCl2 não há diferença na resposta dilatadora induzida pelo trinitrato 
de glicerina (GOLPON et al., 2003) 
O principal produto derivado do endotélio é o NO que se difunde para as células 
musculares lisas promovendo relaxamento por aumento dos níveis intracelulares de 
GMPc (MARÍN & RODRIGUEZ-MARTINEZ, 1995; LINCOLN et al., 2001). Quando 
avaliamos a participação deste importante dilatador sobre a resposta contrátil de 
artérias coronárias expostas a concentrações crescentes de 5-HT vimos que a 
incubação durante 30 minutos com L-NAME aumenta a vasoconstricção induzida 
pela serotonina em ambos os grupos estudados. No entanto, o efeito da inibição da 
sintase do NO é muito mais pronunciado em artérias do grupo controle, sugerindo 
que o tratamento com HgCl2 durante 30 dias diminui a produção ou 
biodisponibilidade do óxido nítrico.  
Ainda avaliamos se a incubação com L-NAME afeta também a dilatação promovida 
pela acetilcolina. Em artérias de ratos Controle a inibição da síntese de NO foi capaz 
de abolir todo o efeito relaxante induzido pela acetilcolina. Mas em artérias mercúrio 
ainda há um relaxamento residual, que provavelmente se deve a uma produção 
compensatória de outros fatores vasodilatadores. Para confirmar se a 
produção/biodisponibilidade de NO estava realmente diminuída em coronárias 
medimos a liberação local deste gás e, em artérias coronárias septais, vimos 
redução considerável da produção de NO tanto em situação basal quanto após 
estimulação com 5-HT e acetilcolina. 
Os nossos achados em artérias coronárias são semelhantes aos encontrados por 
WIGGERS e colaboradores em 2008, que observaram aumento da reatividade a 
fenilefrina em aorta e artérias mesentérias de resistência (WIGGERSb et al., 2008). 
Em anéis de aorta a exposição aguda a 1 µmol/L provocou lesão da monocamada 
endotelial e aboliu totalmente o relaxamento induzido pela acetilcolina (GOLPON et 
al., 2003a). Outros estudos também mostram que a exposição ao mercúrio causa 
diminuição da produção de NO. Em cérebro de ratos, a exposição ao mercúrio 
causa inibição da atividade da NOS (MITTAL et al., 1995) e supressão da produção 
de nitritos  e da expressão gênica da iNOS em células β pacreáticas (ECKHARD et 
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al., 1999). Ratos que consumiram grãos contaminados com mercúrio apresentaram 
diminuição da concentração sérica de NO, porém sem modificação na atividade 
sérica da NOS (JIE et al., 2007).  
No entanto, mesmo observando uma diminuição na produção local de NO e na 
participação desse importante vasodilatador na função de artérias coronárias, as 
concentrações plasmáticas de nitritos e nitratos foi igual em ratos expostos ao metal 
ou somente a salina. DE MARCO e colaboradores em 2009 investigaram se existia 
correlação entre a concentração de nitritos plasmáticos e de mercúrio no sangue 
total, plasma e cabelo em 238 pessoas que estavam expostas ao metil-mercúrio por 
consumo de peixes contaminados. Os resultados mostram uma significante 
associação entre os nitritos plasmáticos e a concentração plasmática de mercúrio. 
Mostrando uma evidência clínica que a exposição ao metil-mercúrio contido em 
peixes está relacionado à diminuição endotelial de óxido nítrico (DE MARCO et al., 
2010). Os resultados encontrados no nosso estudo podem decorrer da baixa 
concentração de HgCl2 utilizada, assim como o breve período de exposição. 
A disfunção endotelial é caracterizada por diminuição da capacidade do endotélio 
em modular a reatividade vascular. O aumento da geração de radicais livres,  
principalmente aqueles derivados do oxigênio, leva a redução da biodisponibilidade 
de NO e é a principal causa de disfunção endotelial (CAI & HARRISON, 2010). 
Existem inúmeras evidências que colocam o estresse oxidativo como importante 
participante de desordens como hipercolesterolemia, hipertensão, arteriosclerose, 
diabetes e insuficiência cardíaca (LOCKETTE et al., 1986; GIMBRONE, 1995; 
MARÍN & RODRÍGUES-MARTÍNEZ, 1995; SCHACHINGER et al., 2000; BRIONES, 
2005).  
Como encontramos redução da produção/biodisponibilidade de NO em artérias 
coronárias expostas durante 30 dias ao HgCl2, realizamos experimentos para 
elucidar se a maior produção de radicais livres derivados do oxigênio estariam 
participando das alterações vasculares encontradas. Após incubação das artérias 
coronárias esquerdas com tiron, um varredor não enzimático do ânion superóxido, 
observamos uma importante inibição da contração induzida pela 5-HT e aumento do 
efeito relaxante estimulado pela acetilcolina. Da mesma maneira, a utilização da 
SOD, enzima responsável por transformar o ânion superóxido em H2O2 e oxigênio 
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molecular, também reduziu a resposta contrátil a 5-HT. Também utilizamos a 
apocinina, que inicialmente tinha seus efeitos atribuídos a sua capacidade de inibir a 
NADPHoxidase e hoje sabemos que, na realidade, a apocinina possui efeitos 
também independentes da inativação da NADPHoxidase (HEUMÜLLER et al., 2008; 
RIGANTI et al., 2008). A apocinina também potencializou o relaxamento a 
acetilcolina em artérias coronárias de ratos expostos ao HgCl2.  A utilização do tiron, 
da SOD e da apocinina não alteraram a reatividade de artérias de ratos que foram 
expostos somente a salina.  
A diminuição da resposta contrátil a serotonina após incubação com tiron e SOD em 
conjunto com o aumento do relaxamento após 30 minutos de incubação com tiron e 
apocinina, indicam que há aumento da produção de O2
-•, o que leva à redução da 
biodisponibilidade de NO, por formação de peroxinitrito (PARAVICINI & TOUYZ, 
2008).  Para nos certificar que os resultados encontrados se deviam ao aumento da 
produção de O2
-•, medimos, em artérias coronárias septais, a produção local de O2
-• 
utilizando a lucigenina. Nessas artérias de ratos expostos ao HgCl2 a produção de 
O2
-• está quatro vezes maior  quando comparada com as artérias de ratos do grupo 
Controle. 
Diversos estudos mostram que a exposição ao mercúrio leva ao estresse oxidativo e 
aumento da geração de radicais livres (LIVARDJANI et al., 1991; MAHBOOB et al., 
2001; HOUSTON, 2007; WOLF & BAYNES, 2007; MAZERIK et al., 2007; JIE et al., 
2007; AUGUSTI et al., 2008; WIGGERSa et al., 2008; WIGGERSb et al., 2008). Em 
ratos que consumiam arroz contendo mercúrio foi observado diminuição da atividade 
antioxidante da SOD e da glutationa peroxidase, redução da concentração 
plasmática de NO, assim como aumento da concentração de malondialdeído 
plasmática, o que sugere aumento do estresse oxidativo (JIE et al., 2007). O 
aumento do estresse oxidativo em fígado também foi observado em ratos que 
receberam 3 doses de 0,1 mg/kg durante 3 dias consecutivos por via oral (REUS et 
al., 2003). O co-tratamento com carotenóides, como potente propriedade 
antioxidante, foi capaz de previnir, em rins de ratos, a peroxidação lipídica, oxidação 
protéica, mudanças na atividade da SOD, catalase e glutationa peroxidase após 
exposição com HgCl2 (AUGUSTI et al., 2008). A exposição a baixa concentração de 
mercúrio inorgânio levou ao aumento da produção de ânion superóxido, da 
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concentração plasmática de malondialdeído e do estado total antioxidante 
(WIGGERSb et al., 2008).  
Está bem descrito que a principal fonte geradora de radicais livres em vasos é a 
NADPHoxidase (SHATWELL & SEGAL, 1996; BABIOR, 1999; BABIOR, 2004). 
Existem 7 isoformas da subunidade GP91 PHOX, que são expressas em diferentes 
tipos celulares. Em células endoteliais e em células do músculo liso vascular a 
isoforma mais abundante é a NOX-4. No entanto, tanto a NOX-1 quanto NOX-2 
estão expressas em células do músculo liso vascular, mas a NOX-1 está mais 
presente em vasos de condutância e a NOX-2 em vasos de resistência (BEDARD & 
KRAUSE, 2007; CHAN et al., 2009).  
Por isso, medimos a expressão do RNAm das isoformas NOX-1 e NOX-4 da 
NADPHoxidase. Já que a NOX-4 é importante na manutenção da produção basal de 
O2
-• (ELMARK et al., 2005; BRANDES &SHRÖDER, 2008) e a NOX-1 mostra-se 
importante na produção de O2
-• em condições patológicas como aterosclerose, 
diabetes e hipertensão arterial (CHOSE et al., 2008).  
A expressão da NOX-1 e NOX-4 está cerca de três vezes maior em artérias 
coronárias de ratos do grupo HgCl2, sugerindo que a principal fonte geradora de  O2
-• 
em artérias coronárias de ratos expostos durante 30 dias a baixa concentração de 
HgCl2 é a NADPHoxidase. No entanto, em trabalho prévio de nosso laboratório não 
foi encontrado alteração dos níveis de RNAm de NOX-1 em artérias mesentéricas de 
resistência de ratos expostos ao mesmo modelo de exposição (WIGGERSb et al., 
2008). 
A superóxido dismutase é uma importante enzima responsável por detoxificar os 
sistemas biológicos de O2
-• e representa a maior defesa celular contra a formação de 
O2
-• e peroxinitrito (STRÂLIN et al., 1995). Portanto, como observamos modificação 
do perfil oxidativo em artérias coronárias após exposição ao mercúrio, também 
poderíamos encontrar alteração nos mecanismos antioxidantes locais, como a 
expressão da SOD. E realmente encontramos aumento da expressão gênica da 
isoforma SOD-2, enquanto não houve modificação dos níveis de RNAm da SOD-1. 
Em ratos expostos a vapor de mercúrio já foi demonstrado aumento da atividade da 
SOD em sangue e nos pulmões após 1 e 2 horas de exposição (LIVARDJANI et al., 
1991) e da expressão da SOD-3 em ratos expostos a baixa concentração de HgCl2 
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durante 30 dias (WIGGERSb et al., 2008).  Em camundongos expostos durante duas 
semanas a 0,8 e 8 g de HgCl2/kg/dia houve aumento significante nos níveis de 
peroxidação lipídica, glutationa redutase, glutationa peroxidase em diferentes órgãos 
e da SOD no cérebro, fígado, testículos e epidídimo (MAHBOOB et al., 2001).   
Em conjunto, o aumento da produção de radicais livres derivados do oxigênio, 
redução da produção/ biodisponibilidade de NO, aumento da expressão gênica das 
subunidades NOX-1 e NOX-4 da NADPHoxidase e da SOD-2 nos permite concluir 
que a exposição ao HgCl2, mesmo durante curto período e em baixa concentração, 
foi capaz de induzir ao estresse oxidativo local em artérias coronárias, reduzindo sua 
capacidade de relaxamento e aumentando sua contração. E ainda que a principal 
fonte geredora desses radicais livres é a NADPHoxidase e que o aumento dos níveis 
de RNAm da SOD-2 em artérias coronárias se mostra como uma tentativa, 
compensatória, antioxidante local. 
No entanto, além do NO, o principal vasodilatador derivado do endotélio, ainda 
temos os canais para potássio, que através da sua ativação por fatores 
hiperpolarizantes derivados do endotélio (EDHF) levam ao relaxamento vascular 
(MATOBA et al., 2000). A ativação dos canais de K+ no músculo liso vascular leva a 
hiperpolarização, diminui a atividade dos canais de Ca2+ tipo L voltagem 
dependentes, reduzem o cálcio intracelular [Ca2+]i e promove vasodilatação 
(NELSON & QUAYLE, 1995). Por isso, avaliamos se a exposição durante 30 dias a 
baixa concentração de HgCl2 modifica a participação dos EDHF na contração 
induzida pela serotonina e no relaxamento à acetilcolina. Para isso utilizamos o TEA, 
um bloqueador dos canais para potássio ativados por cálcio.  
O TEA, bloqueador de canais para potássio dependente de cálcio (KCa) potencializou 
a resposta contrátil em artérias coronárias do grupo controle, no entanto, não 
modificou a resposta a serotonina em artérias do grupo mercúrio. Da mesma forma, 
o relaxamento foi reduzido pelo TEA em artérias do grupo controle, enquanto o 
relaxamento em artérias do grupo mercúrio permaneceu inalterado. O que sugere 
menor participação desses canais após tratamento com HgCl2. A menor participação 
dos KCa faz com que ocorra menor hiperpolarização após estímulo, aumentando a 
reatividade e promovendo déficit de relaxamento. Ou seja, o tratamento com HgCl2 
diminuiu a participação de um fator que leva a ativação de KCa.  
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O NO também é considerado um EDHF, pois estimula a guanilato ciclase solúvel e 
pode ativar canais para potássio sensíveis ao ATP, de larga condutância ou 
voltagem dependentes (WALDRON & COLE, 1999). Por isso, os dados de 
diminuição da participação dos EDHF corrobora com os nossos resultados que 
mostram diminuição da produção/biodisponibilidade de NO em artérias coronárias. 
WIGGERS (2009) também mostra redução da participação dos canais para potássio 
em artérias mesentéricas de resistência de ratos expostos ao HgCl2.  
Nosso grupo também têm mostrado que a exposição ao HgCl2 aumenta a liberação 
de prostanóides vasoconstrictores em aorta, o que também contribuiria para 
aumento da contração e déficit de relaxamento (PEÇANHA et al., 2010). Do mesmo 
modo, em artérias coronárias, encontramos que a incubação com indometacina, 
inibidor da COX, reduz a contração a 5-HT e potencializa o relaxamento induzido 
pela ACh. A perfusão da artéria caudal de ratos com HgCl2 aumentou a reatividade a 
fenilefrina, mas o uso de indometacina inibiu essa resposta, sugerindo, também, 
participação de prostanóides vasoconstrictores no aumento da resposta contrátil 
nesse leito vascular (DA CUNHA et al., 2000). Estudos in vitro mostram que a 
exposição ao mercúrio inorgânico leva a um aumento da síntese de PGE2 em 
células glomerulares (SRAER et al., 1982).  Em adição, a exposição ao mercúrio 
estimula a liberação de metabólitos da via do ácido araquidônico de plaquetas 
humanas (HORNBERGER & PATSCHEKE, 1989) , estimula a biosíntese de TXA2 e 
PGI2 no coração, PGI2 em aortas e liberação de serotonina por plaquetas (ALLY et 
al., 1993). 
Além de todos os dados descritos e discutidos anteriormente, que nos mostram 
aumento da reatividade a serotonina e diminuição do relaxamento a acetilcolina, 
como consequência do aumento do estresse oxidativo e da liberação de 
prostanóides vasocontrictores, também avaliamos se o tratamento com HgCl2 
modifica a morfologia de vasos coronarianos. Observamos que após 30 dias de 
exposição ao metal os vasos coronarianos intramiocárdicos apresentaram menor 
área total do vaso, menor área do lúmen, porém sem modificar a espessura da 
camada média. Sabe-se que a resistência vascular é inversamente proporcional ao 
raio do vaso elevado à quarta potência (MULVANY & AALKJAER, 1990), desta 
forma, qualquer pequena alteração do diâmetro do vaso, pode levar a importante 
modificação da resistência vascular. Condições como hipertensão arterial, por 
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exemplo, evoluem com mudanças estruturais em vasos de resistência, como 
diminuição do diâmetro vascular (SCHIFFRIN et al., 1992; MULVANY, 2002; 
SCHIFFRIN & TOUYZ, 2004; MULVANY, 2008). E, além disso, a geração de EROs 
tem sido mostrada como peça chave no remodelamento vascular e cardíaco (XU & 
TOUYZ, 2006; WEI et al., 2007; PARAVICINI & TOUYZ, 2008). Já que houve 
aumento da produção de O2
-• depois da exposição ao HgCl2 avaliamos também a 
morfologia de vasos coronarianos. Os dados morfológicos encontrados sugerem 
remodelamento eutrófico, que faz com que as artérias aumentem a resistência ao 
fluxo mesmo sem ativação (MULVANY, 2002). 
No presente estudos não avaliamos as propriedade passivas e ativas de vasos de 
resistência, mas WIGGERS (2009) mostrou, utilizando a técnica de artérias 
pressurizadas, que o tratamento com mercúrio produziu uma redução da espessura 
da parede e na relação média: lúmen dos vasos, assim como, um aumento do 
diâmetro interno, que poderia ser consequência da diminuição da espessura da 
parede vascular. 
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5.2 EFEITOS DA EXPOSIÇÃO AO HgCl2 EM CÉLULAS ENDOTELIAIS 
EXPLANTADAS DE CORONÁRIAS SUÍNAS 
Para avaliar de que maneira o HgCl2 modificou a função endotelial, utilizamos 
células endoteliais explantadas de coronárias suínas cultivadas e expostas durante 
24 horas a concentrações crescentes de mercúrio. Medimos nessas células a 
geração de radicais livres utilizando o diidroetídio (DHE) na presença de HgCl2 e 
também após incubação concomitante com alguns antioxidantes e o inibidor da 
NOS; os subprodutos de degradação do NO em meio de cultivo celular; e a 
expressão da eNOS. 
Antes da realização de todos os protocolos experimentais em células endoteliais de 
coronárias suínas fez-se necessário que as células fossem caracterizadas em todos 
os passes utilizados (passe 1, 2, 3 e 4) para verificar a manutenção do seu fenótipo. 
Tanto células endoteliais quanto células musculares lisas (CMLV), também 
explantadas das coronárias suínas foram expostas a anticorpo específico para o 
fator de Von-Willebrand, que está expresso somente em células endoteliais e não 
em células musculares, e posteriormente incubados com anticorpo secundário 
adequado com capacidade de emitir fluorescência (FITC). As células endoteliais 
também foram incubadas somente com o anticorpo secundário para excluir a 
possibilidade do sinal fluorescente encontrado ser decorrente de fundo produzido 
pelo anticorpo secundário. As células endoteliais, em todos os passes avaliados, 
incubadas com o anticorpo primário para fator de Von-Willebrand e anticorpo 
secundário FITC emitiram forte sinal fluorescente, enquanto as CMLV praticamente 
não emitiram fluorescência. O que indica que as células endoteliais utilizadas nesse 
estudo mantém, de fato, suas características fenotípicas.    
Após exposição por 24 horas ao HgCl2 vimos que ocorre aumento da geração de 
EROs e que esse aumento é dependente da concentração. O uso do tiron, 
apocinina, tempol e L-NAME reduziram a emissão de fluorescência, sugerindo 
redução da geração de EROs. Assim, podemos concluir que a exposição ao 
mercúrio induz ao estresse oxidativo, que é reduzido pelo uso de antioxidantes e 
também pela inibição das NOS, que desacoplada, também pode contribuir para 
geração de radicais livres (FÖRSTERMANN & MÜNZEL, 2006). 
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Como em artérias coronárias observamos disfunção endotelial, caracterizada 
principalmente pela redução da biodisponibilidade de NO, medimos também, em 
células endoteliais, se a exposição ao HgCl2 e a antioxidantes modificam a 
produção/biodisponibilidade de NO. Indiretamente, a produção de NO foi avaliada 
por medida de nitritos e nitratos, seus subprodutos. Após incubação com HgCl2 
observamos redução da quantidade de nitritos e nitratos em meio de cultivo em 
todas as concentrações de HgCl2 estudadas (0,05; 0,5 e 5 µg/mL), não havendo 
diferenças entre as  concentrações. Ou seja, diferente do que ocorre com as EROs, 
a diminuição da produção/biodisponibilidade de NO não é dependente da 
concentração. 
O uso concomitante do tiron, tempol, apocinina e L-NAME foram capazes de 
restabelecer a produção de nitritos e nitratos a níveis semelhantes aos encontrados 
em células não expostas ao HgCl2. Fortificando ainda mais a evidência que a 
diminuição do NO é ocasionada por aumento da geração de espécies reativas, 
principalmente o O2
-•, que reage muito rapidamente com o NO, formando o 
peroxinitrito (FRISBEE et al., 2002). 
A principal fonte geradora de NO em células endoteliais é a eNOS (isoforma 
endotelial da sintase do óxido nítrico). Por isso, medimos nessas células a 
expressão protéica dessa proteína. Mesmo com redução da quantidade de 
subprodutos de degradação do NO observada em células endoteliais expostas ao 
HgCl2 a expressão protéica da eNOS está aumentada na maior concentração 
estudada (5 µg/mL). Esse aumento pode ser compensatório a redução do NO e 
também pode estar contribuindo para a geração de EROs, já que a incubação com 
L-NAME reduziu a produção de EROs nessas células e aumentou a quantidade de 
nitritos. A eNOS desacoplada é uma importante fonte de EROs em vários situações 
patológicas (FÖRSTERMANN & MÜNZEL, 2006). 
Em células endoteliais de cordão umbilical expostas ao metil-mercúrio foi observado, 
também, diminuição da produção de NO e que esse efeito é dependente de efeito 
citotóxico direto do metil-mercúrio sobre a atividade da NOS (KISHIMOTOa et al., 
1995). Em células endoteliais de artéria pulmonar bovina os efeitos do metil-
mercúrio foram atribuídos a PLA2, que tinha sua produção ativada por aumento de 
cálcio e EROs. O metil-mercúrio também ativa peroxidação lipídica e alterações na 
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morfologia das células (MAZERIK  et al., 2007). A exposição de monocamadas de 
células endoteliais ao mercúrio iônico em altas concentrações produz profunda 
citotoxidade, lesão da monocamada de células, quase completa inibição da atividade 
de enzimas antioxidantes, redução da atividade da NOS e acúmulo de EROs. 
Enquanto que em baixas concentrações houve aumento compensatório de enzimas 
antioxidantes, como a glutationa peroxidase (WOLF & BAYNES, 2007). 
A expressão da sintase do óxido nítrico também é modulada pela exposição ao 
mercúrio. Estudos prévios de nosso grupo mostram aumento da expressão protéica 
da eNOS em aorta e artérias mesentéricas de resistência. (WIGGERSb et al., 2008). 
Em células β pancreáticas a exposição ao HgCl2 (0,1 a 10 µmol/L) suprime a 
produção de nitrito e a expressão gênica da iNOS, assim como a taxa de transcrição 
do gene (ECKHARDT et al., 1999). Após 20 horas de exposição a dose única de 
HgCl2 (7,5 mg/kg) ratos apresentaram insuficiência renal, com diminuição da 
expressão da NOS cerebral no córtex renal (YANAGISAWA et al., 2002). 
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5.3 AVALIAÇÃO DA PARTICIPAÇÃO DO ÓXIDO NÍTRICO NA FUNÇÃO DE 
CORAÇÕES ISOLADOS EXPOSTOS AO HgCl2. 
Estudo prévio em nosso laboratório mostra que a exposição durante 30 dias a baixa 
concentração de HgCl2, como a utilizada neste estudo, foi capaz de promover 
prejuízo do relaxamento do ventrículo esquerdo de ratos anestesiados, efeito 
inotrópico negativo em corações isolados, aumento da atividade ATPásica da 
miosina e inibição da NKA. No entanto, não alterou a contratilidade de músculos 
papilares isolados (FURIERIb et al., 2011). 
Vários outros estudos mostram uma associação entre exposição ao mercúrio, 
hipertensão arterial, infarto do miocárdio e doença arterial coronariana (SALONEN et 
al., 2000; VIRTANEN et al., 2005; FILLION et al., 2006; HOUSTON, 2007).  
A exposição crônica, durante 320 dias, a 5 µg/mL de  HgCl2 afeta a função 
cardiovascular por interferir no mecanismo barorreflexo e na reatividade a 
catecolaminas (CARMIGNANI et al., 1983). A exposição durante período mais curto 
a concentrações maiores mostram aumento da pressão arterial sistêmica, 
diminuição do inotropismo cardíaco, porém sem alteração da frequência cardíaca 
(CARMIGNANI et al., 1992). Mesmo com a alta afinidade do mercúrio com o SNC, 
CARMIGNANI e colaboradores (1992) mostraram que após exposição durante 180 
dias o mercúrio se acumulou mais no coração que no cérebro.  
Como havíamos encontrado disfunção endotelial nos experimentos em artérias 
isoladas, caracterizada por redução da biodisponibidade de NO por aumento da 
geração de radicais livres pela NADPHoxidase, também avaliamos, em corações 
isolados se o tratamento com HgCl2 era capaz de modificar a participação no NO na 
modulação parácrina da função cardíaca.  
Assim como as substâncias liberadas pelo endotélio vascular possuem a capacidade 
de modular a contratilidade do músculo liso vascular subjacente, o NO produzido 
pelas células endoteliais das coronárias também se difunde para o músculo 
cardíaco, modulando seu funcionamento (BRUTSAERT et al., 1998). O NO, um gás 
difusível, com meia vida curta, proveniente de células endoteliais, é capaz de 
modular os aspectos fisiológicos do funcionamento cardíaco, como o acoplamento 
excitação/contração, relaxamento miocárdico, função diastólica, mecanismo de 
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Frank-Starling, freqüência cardíaca, resposta inotrópica β-adrenérgica e também o 
metabolismo energético (SHAH & MACCARTHY, 2000).  
No entanto, os efeitos desse potente vasodilatador são vários e contraditórios. As 
diferenças de efeito são decorrentes do estado oxidante e antioxidante, do fluxo 
coronariano, da concentração, da fonte de NO, das vias de sinalização, dentre 
outros fatores (SHAH & MACCARTHY, 2000). 
Além disso, ao analisar os dados de FURIERI e colaboradores (2011) podemos 
notar que o efeito do tratamento crônico com HgCl2 encontrado em corações 
isolados não está presente quando foram avaliados músculos papilares isolados. 
Uma importante diferença entre as duas preparações estudadas é a presença, em 
corações isolados, da circulação coronariana, que pode estar modulando a função 
cardíaca.  
A presença de disfunção endotelial em artérias coronárias e os achados anteriores 
de nosso laboratório nos estimularam a investigar se a participação do NO também 
estaria diferentes em corações isolados após exposição durante 30 dias ao HgCl2. 
Para isso, perfundimos corações de ratos expostos ou não a baixa concentração de 
HgCl2  com solução contendo L-NAME, um inibidor não seletivo da sintase do NO 
(NOS), durante 60 minutos. 
Semelhante ao encontrado anteriormente, observamos que o tratamento com HgCl2 
promove efeito inotrópico negativo em corações isolados em condição basal após 
estabilização (FURIERIb et al.,2011). Ainda, observamos que a perfusão com L-
NAME em corações de ratos tratados reduziu ainda mais a pressão sistólica 
isovolumétrica do ventrículo esquerdo (PSIVE) já nos primeiros 15 minutos de 
perfusão. Esse mesmo efeito não foi visto em corações de ratos Controle.  
Corroborando com os resultados obtidos neste trabalho, estudos realizados em 
nosso laboratório mostraram diminuição da PSIVE imediatamente após exposição a 
0,5; 1; 2; 10 µM e após 30 minutos de exposição a 20 nM (MASSARONI et al., 1995; 
ASSIS et al. 2003). E FURIERIb e colaboradores (2011) especulam que o efeito 
inotrópico encontrado pode ser decorrente da inibição da NKA, vista em corações de 
ratos expostos ao mercúrio, levando a sobrecarga de cálcio.  
Como o NO também controla a função diastólica de corações e estudos mostram 
déficit de relaxamento do VE em ratos anestesiados (FURIERIb et al.,2011), também 
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avaliamos se a pressão diastólica isovolumétrica do ventrículo esquerdo (PDIVE) era 
alterada por inibição da síntese de NO. Em corações de ratos Controle a PDIVE 
manteve-se inalterada na pressão pré-fixada pelo enchimento do balão de látex no 
interior da cavidade ventricular (5 mmHg). No entanto, em corações de ratos 
expostos ao metal a PDIVE sofreu um aumento muito grande, chegando, em alguns 
casos a até 50 mmHg. Ao realizar os experimentos, pudemos observar claramente a 
contratura do músculo cardíaco durante os 60 minutos de perfusão com L-NAME.  
Corroborando com a alteração na PDfVE encontrada em estudo prévio (FURIERIb et 
al.,2011) e o aumento da PDIVE observado após perfusão com L-NAME em 
corações isolados, trabalhos na literatura  mostraram aumento da PDfVE após 
administração endovenosa de 5 mg/kg de HgCl2 em ratos. Essa única dose in bolus 
origina uma concentração sanguínea aguda cerca de 1000 vezes maior que a 
encontrada em nosso modelo experimental (ROSSONI et al., 1999).  
Como a PDIVE sofreu um aumento em corações de ratos expostos ao HgCl2 após 
incubação com L-NAME, tornou-se necessário avaliar a gênese de força pelo VE 
que não somente através da PSIVE, já que o aumento da PDIVE poderia mascarar 
um efeito real no total de força realizado pelo ventrículo esquerdo. Por isso, 
posteriormente, analisamos a força desenvolvida pelo VE, que foi obtida pela 
diferença entre PSIVE e PDIVE. Desta maneira, encontramos que o efeito da 
perfusão com L-NAME foi ainda maior sobre a capacidade do miocárdio em gerar 
pressão.  
Em preparações de corações isolados a nutrição do músculo cardíaco é realizada 
através da perfusão a um fluxo de solução constante (10 mL/min), ou seja, qualquer 
alteração na pressão de perfusão coronariana (PPC) será decorrente de mudanças 
na resistência vascular. Em situação estabilizada, ou seja, antes de iniciarmos a 
perfusão com L-NAME, não observamos diferenças entre os grupos estudados. 
Após a perfusão com o L-NAME vimos aumento da pressão de perfusão coronariana 
nos corações de ratos expostos ao HgCl2. Ou seja, as artérias de ratos do grupo 
HgCl2 contraíam mais após perfusão com L-NAME. 
Ao comparar os dados de PPC com os resultados de reatividade coronariana, nos 
parece um pouco contraditório, já que em artérias isoladas e estudadas em 
miógrafos de tensão mostramos que o tratamento com HgCl2 diminuía a participação 
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do NO na reatividade coronariana. Porém, se avaliarmos as curvas concentração 
resposta a 5-HT em artérias coronárias de ambos os grupos na presença ou não de 
L-NAME, notamos que a resposta máxima em artérias incubadas com L-NAME não 
foi diferente entre os grupos estudados (Ct+ L-NAME: 117 ± 6,6 mmHg e HgCl2 +L-
NAME: 108 ± 4,3 mmHg).  
Além disso, não podemos comparar em igualdade as duas preparações, já que in 
situ as artérias coronárias também sofrem influência direta de outros fatores 
miocárdicos, como, por exemplo, a regulação metabólica pelo tecido cardíaco. As 
alterações na gênese de força cardíaca também podem influenciar na circulação 
coronariana por alterar a quantidade e qualidade dos subprodutos do metabolismo 
(DEUSSEN et al., 2006). As artérias usadas nas preparações para avaliar a 
reatividade coronariana possuem entre 200 e 400 µm de diâmetro enquanto que em 
corações isolados a perfusão é feita através de toda a árvore vascular, com grande 
participação de artérias de resistência.  
Anatomicamente, as artérias coronárias estão, em sua grande maioria, rodeadas por 
todos os lados de tecido miocárdio. Assim, o grande aumento da PDIVE também 
nos ajudaria a explicar o aumento da PPC maior em artérias do grupo HgCl2. A 
diminuição do relaxamento durante a diástole nos corações do grupo tratado após 
perfusão com L-NAME também contribui para o aumento da resistência vascular, por 
compressão dos vasos intramiocárdicos.  
Ainda, observamos, no entanto não quantificamos, que a perfusão com L-NAME 
também aumentou a incidência de alterações do ritmo cardíaco desses corações 
isolados. Na preparação de corações isolados o átrio direito é retirado e o coração é 
estimulado eletricamente a uma frequência pré-fixada através de dois eletrodos 
colocados em sua superfície. Mesmo a frequência sendo estabelecida pelo 
experimentador observamos uma alteração no ritmo muito grande em corações 
isolados, como demonstramos na figura 38 na seção de resultados. Os corações de 
ratos Controle mantiveram a frequência estável mesmo após perfusão com L-NAME. 
Ao sumarizar os resultados encontrados em corações isolados perfundidos com L-
NAME podemos pontuar que houve: 1) redução as PSIVE em situação basal e a 
perfusão com L-NAME reduziu ainda mais a PSIVE e a pressão desenvolvida pelo 
VE em corações de ratos tratados; 2)  aumento da PDIVE em corações do grupo 
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HgCl2 após inibição da NOS; 3) aumento da PPC após inibição da síntese de NO 
pelas coronárias em ambos os grupos estudos, mas que esse aumento foi maior em 
corações de ratos HgCl2; 4) aumento da incidência de alterações do ritmo cardíaco 
em corações de ratos expostos ao metal. 
Desta maneira, podemos especular que mesmo com a redução da  produção de NO 
em artérias coronárias isoladas, observamos que a reduzida quantidade de NO em 
artérias in situ se torna importante para a preservação do fluxo coronariano e 
manutenção da perfusão miocárdica em corações de ratos expostos ao HgCl2. Além 
disso, quando inibimos a síntese desse importante vasodilatador ainda observamos 
sinais claros de uma sobrecarga de cálcio, como havia sido proposto por trabalhos 
prévios de nosso laboratório (FURIERIb et al., 2011). 
O NO ativa a guanilato ciclase solúvel (GCs) aumentando os níveis intracelulares de 
GMPc, que ativa a proteína quinase dependente de GMPc (PKG). A PKG fosforila 
vários sítios protéicos, sendo responsável por diminuir a corrente de cálcio pelos 
canais para cálcio do tipo L, diminuir a sensibilidade dos miofilamentos ao cálcio, 
aumentar a recaptação de cálcio pelo RS e por diminuir o consumo de O2 (SHAH & 
MACCARTHY, 2000). Por todos os efeitos do NO nos cardiomiócitos vemos que o 
NO é capaz de reduzir a sobrecarga de cálcio que já foi proposta pelo nosso grupo 
(FURIERIb et al., 2011). E a inibição do NO torna os efeitos da sobrecarga de cálcio 
evidentes.  
Para avaliar como estava o ciclo de cálcio nos cardiomiócitos de ratos expostos ao 
metal, já que nossos resultados sugerem sobrecarga de cálcio, medimos a 
expressão protéica de várias proteínas envolvidas no ciclo de cálcio intracelular: as 
isoformas α1 e α2 da Na+/K+-ATPase (NKA), o trocador Na+/Ca2+ (NCX), a bomba de 
cálcio do RS (SERCA), o fosfolambam (PLB) e o PLB fosforilado na serina 16. Ainda 
medimos a expressão protéica de eNOS e iNOS em macerado de tecido miocárdico. 
O tratamento durante 30 dias com baixa concentração de HgCl2 reduz e expressão 
protéica da isoforma α1 da NKA, sem alterar a expressão de sua isoforma α2. 
Também há redução da expressão do NCX. A SERCA e o PLB fosforilado também 
estão reduzidos, enquanto que a expressão do PLB está aumentada. Desta 
maneira, a razão SERCA/PLB está diminuída. 
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Estudos prévios mostram que o mesmo modelo experimental utilizado em nosso 
estudo promove redução da atividade da NKA (FURIERIb et al., 2011), o que 
provoca aumento intracelular de sódio, reduzindo a atividade do NCX, produzindo 
uma condição de sobrecarga de cálcio. Situação similar ocorre quando a NKA é 
inibida por 1 µM de ouabaína, levando à disfunção mecânica do miocárdio e a 
alterações mitocondriais em corações isolados de cobaias (KHATTER et al., 1989). 
A ouabaína produziu um aumento transiente na força contrátil e posteriormente 
levou a um declínio na função mecânica do VE. Mitocôndrias isoladas desses 
corações perfundidos com ouabaína mostraram maior recaptação de cálcio, redução 
da fosforilação oxidativa e da taxa de geração de ATP. Esses achados foram 
revertidos pelo uso de bloqueadores de canais de cálcio, sugerindo que são 
dependentes da sobrecarga de cálcio induzida pela inibição da NKA pela ouabaína 
(KHATTER et al., 1989). Além da reduzida atividade, observamos em nosso trabalho 
uma redução da expressão da isoforma α1 da NKA e do NCX, contribuindo ainda 
mais para a sobrecarga da cálcio. 
Além do mais, a redução da expressão da SERCA e PLB fosforilado, concomitante 
ao aumento da expressão PLB e redução da razão SERCA/PLB, nos permite 
especular que além dos mecanismos sarcolemais, o retículo sarcoplasmático 
também está envolvido na sobrecarga de cálcio observada. A SERCA é a bomba de 
cálcio do RS que permanece inibida pelo PLB. No entanto, quando o PLB é 
fosforilado, ele deixa de inibir a SERCA, permitindo a recaptação de cálcio pelo RS. 
Assim, a diminuição da expressão da SERCA, aumento do PLB e redução do PLB 
fosforilado levando a redução da recaptação de cálcio pelo RS (BERS & DESPA, 
2006). Ou seja, há tanto um déficit de extrusão de cálcio pelo sarcolema como 
também de recaptação de cálcio pelo RS, contribuindo ainda mais para a situação 
de sobrecarga de cálcio. 
A sobrecarga de cálcio explicaria a redução da PSIVE encontrada em nosso 
trabalho quanto em estudos prévios de nosso grupo, que também observaram 
aumento da PDfVE em ratos anestesiados (FURIERIb et al., 2011). O aumento da 
PDfVE pode ser ocasionada por essa incapacidade de retirar o cálcio do meio 
intracelular durante a diástole. 
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O NO, mesmo que em reduzida quantidade em coronárias de ratos do grupo HgCl2 
contribui para diminuir a situação de sobrecarga de cálcio e consegue manter a 
perfusão adequada do miocárdio. 
Vimos que a exposição ao mercúrio inorgânico é responsável por promover 
alterações na função miocárdica e também na expressão de importantes proteínas 
envolvida no ciclo de cálcio no cardiomiócito. Portanto, resolvemos avaliar se o 
tratamento também era capaz de modificar a morfologia de células miocárdicas e o 
conteúdo de colágeno cardíaco. Observamos que  nem o comprimento, o perímetro, 
a largura e a área total dos cardiomiócitos foram modificados pelo modelo 
experimental utilizado. De igual maneira, o conteúdo de colágeno não foi diferente 
entre os grupos estudados.  
Em estudo prévio, não foi encontrado diferença no peso dos ventrículos (VE e VD) 
de ratos expostos durante 30 dias a baixa concentração de HgCl2 e também não foi 
detectada diferença quando o peso dos ventrículos era corrigido pelo peso corporal 
dos ratos (VE/PC e VD/PC) (FURIERIb et al., 2011). E também, trabalhos na 
literatura mostram que tanto o mercúrio orgânico como o inorgânico são capazes de 
alterar o peso do coração, entretanto, em todos os estudos, as concentrações às 
quais os animais foram expostos são maiores (1 a 5mg/Kg de metilmercúrio e 0,5 a 
2,5 mg/Kg de HgCl2) (BARTOLOME et al., 1982; BARTOLOME et al., 1984) que a 
utilizada em nosso trabalho (4,34 µg/Kg). Ratos que recebiam doses diárias de metil-
mercúrio por 21 dias (1; 2,5 e 5 mg/Kg), iniciando-se o tratamento no primeiro dia 
após o nascimento, tiveram rápido crescimento e desenvolvimento tecidual dos 
corações, acompanhado por hipertrofia cardíaca quando adultos (BARTOLOME et 
al., 1982). Já o HgCl2 (0,5; 1 e 2,5 mg/Kg) provocou aumento inicial do peso do 
coração com subseqüente diminuição a valores menores que de ratos controle  
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6 SUMÁRIO DE RESULTADOS 
Avaliamos os efeitos da exposição durante 30 dias, em ratos, a baixa concentração 
de HgCl2 sobre a reatividade de artérias coronárias, produção local de NO e O2
-•, 
expressão gênica das isoformas NOX-1 e NOX-4 da NAPHoxidase e isoforma SOD-
3,  morfologia dos vasos coronarianos, produção de nitritos plasmáticos. Para 
confirmar que os achados em artérias coronárias eram ocasionadas por efeitos 
sobre o endotélio vascular, analisamos, em células coronárias, a produção de EROs, 
NO e a expressão protéica da eNOS. Avaliamos também a participação do NO 
sobre a modulação de força de corações de ratos expostos ou não ao HgCl2, a 
expressão protéica de importantes proteínas envolvidas no ciclo de cálcio e a 
morfologia dos cardiomiócitos. 
Em artérias coronárias observamos que o tratamento com HgCl2 aumentou a 
resposta contrátil a serotonina e reduziu o relaxamento induzido pela acetilcolina, no 
entanto, não modificou a resposta contrátil ao KCl (120 mmol/L) e o relaxamento a 
concentrações crescentes do doador de óxido nítrico, DEA-NO. O tratamento 
reduziu a participação do NO sobre a resposta vasoconstrictora e vasodilatadora, 
assim como a produção local de NO em artérias coronárias septais. Também 
observamos que a incubação com tiron e SOD reduziram a resposta contrátil a 5-HT 
e o uso de tiron e apocinina aumentaram o relaxamento a acetilcolina, o que indica 
aumento de geração de EROs, o que corrobora com o aumento de  O2
-• em contado 
em artérias coronárias septais.  
Também encontramos que o uso da indometacina reduz a resposta contrátil a 
serotonina e aumenta o relaxamento a ACh, sugerindo aumento da participação de 
prostanóides vasoconstrictores em artérias coronárias após exposição a baixa 
concentração durante curto período de tempo. Ao incubar as artérias com o TEA, 
inibidor de canais para potássio ativados por cálcio, vimos que há redução da 
participação dos EDHF em artérias do grupo tratado, já que houve redução da 
partcipação desses canais tanto na resposta vasoconstrictora quanto vasodilatadora. 
Observamos ainda, que além das alterações funcionais, o tratamento com HgCl2 foi 
capaz de modificar a morfologia de artérias coronárias. As artérias intramiocárdicas 
de ratos do grupo HgCl2 possuem menor área total e menor área do lúmen, porém, 
sem modificação da camada média do vaso. 
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Em células endoteliais explantadas de coronárias suínas encontramos aumento da 
produção de O2
-• após exposição a concentrações crescentes de HgCl2 e que esse 
aumento é dependente da concentração. Também vimos redução dos subprodutos 
de degradação do NO, nitritos e nitratos, em todas as concentrações estudas, no 
entanto, sem diferenças entre elas. O uso concomitante de antioxidantes e do 
inibidor da sintase do NO, L-NAME, levou a redução da geração de radicais livres e 
aumento da concentração de nitritos e nitratos em meio de cultivo celular. O que 
sugere que as EROs são proveniente da NADPHoxidase e a eNOS desacoplada 
também tem partcipação na geração desses radicais livres. A expressão da eNOS 
nas células endoteliais expostas a maior concentração de HgCl2 (5 µg/mL) está 
aumentada, constituindo um mecanismo compensatório a redução do total de NO e, 
indiretamente, contribuindo para a geração de mais EROs. 
Em corações isolados perfundidos pela técnica de langendorff encontramos redução 
da PSIVE e alterações da expressão de importantes proteínas cardíacas envolvids 
no ciclo de cálcio do cardiomiócito. Houve aumento da expressão do PLB, redução 
da expressão da SERCA, do PLB fosforilado na serina-16, da subunidade α1 da 
NKA, do NCX do PLB e também da razão SERCA/PLB. A expressão de eNOS e 
iNOS também estava diminuída. Além disso, a perfusão com L-NAME foi capaz de 
reduzir ainda mais a PSIVE, aumentar a PDIVE, aumentar a PPC e a incidência de 
arritmias em corações de ratos que foram expostos ao HgCl2. No entanto, o 
tratamento não modificou a morfologia dos cardiomiócitos. 
Os efeitos observados e descritos acima estão esquematizados nas figuras 44 e 45. 
 




Figura 44: Esquema representando os efeitos da exposição durante 30 dias a baixa concentração de 
HgCl2 sobre artérias coronárias e corações isolados. 




Figura 45: Esquema representando os efeitos da exposição durante 24 horas a 0,05; 0,5 e 5 µg/mL 
































O nosso trabalho mostra, pela primeira vez, que a exposição a baixa concentração 
de HgCl2, próxima às encontradas em indivíduos que removeram amálgamas 
dentários, que foram expostos a vapor de mercúrio, ou que consomem 
rotineiramente peixes contaminados, foi capaz de causar disfunção endotelial em 
artérias coronárias por aumento da geração de espécies reativas de oxigênio 
levando a redução da biodisponibilidade de óxido nítrico, e ainda por redução da 
participação do fator hiperpolarizante derivado do endotélio e aumento da 
participação de prostanóides vasoconstrictores. E os dados encontrados em artérias 
são confirmados por experimentos em células endoteliais explantadas de coronárias 
suínas, indicando que a geração de espécies reativas de oxigênio se dá pela 
ativação da NADPHoxidase e pelo desacoplamento de eNOS.  
Ainda podemos concluir que além dos efeitos sobre a reatividade coronariana, o 
tratamento com HgCl2 também foi capaz de reduzir a função de corações isolados. E 
que o NO, mesmo em quantidade reduzida, era capaz de manter o suprimento 
sanguíneo adequado e minimizar os efeitos decorrentes da sobrecarga de cálcio 
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